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2. BEVEZETES

A fonalas gombak széles korben elterjedtek, mivel képviseldik rendkiviil sokféle, akar
sz€lsdséges kornyezeti feltételekhez képesek alkalmazkodni, €és ezen tulajdonsaguk megértése
igen fontos biotechnoldgiai, ipari €s gydgyaszati szempontbol a szamunkra. Ezek a
mikroorganizmusok folyamatosan ki vannak téve kiillonbozd stresszhatasoknak, melyekhez
tulélésiik érdekében Osszetett védekezési mechanizmusok kialakitasaval alkalmazkodtak. A
szakirodalom szerint korabban mar tobben is foglalkoztak ezen stresszvalaszok vizsgalataval,
mind human patogén vonatkozasban (Brandon és mtsai., 2015; Frealle és mtsai., 2013), mind
pedig ipari mikrobioldgiai hasznossagot illetden (Munster és mtsai., 2016; van Munster és
mtsai., 2014, 2015). Tovabba azt is megallapitottak, hogy a szekunder metabolit termelést
(Montibus ¢és mtsai., 2015) és a sporuldciot is befolydsoljak a kornyezeti stresszhatasok
(Leiter és mtsai., 2016; Shao és mtsai., 2019). A fonalas gombak sporai barhol ott lehetnek
kornyezetiinkben, tobbek kozott a feldolgozas eldtt allo6 és mar fogyasztisra kész
¢lelmiszereinken is jelen lehetnek. Ez problémat jelent a mindennapokban olyan emberek
szamara, melyek legyengiilt immunrendszerrel, kronikus léguti megbetegedéssel, avagy
allergiaval kiizdenek (Dijksterhuis, 2019; Herrera-Mozo és mtsai., 2006).

A mindennapi ¢letlink szempontjabol fontos kutatasi teriilet a gombak tulélési
stratégidinak, sejtvédelmi mechanizmusainak vizsgalata. Ezen folyamatok feltérképezésével
azonositani tudjuk azokat a célpontokat, amelyek gombaellenes terapidk és stratégiak
kidolgozésara hasznalhatok, vagy ipari fejlesztésekre fordithatok. A munkam kodzponti témaja
az oxidativ stressz hatdsanak vizsgalata volt. A téman beliil is leginkédbb az oxidativ stressz
elleni védekezés egyik kulcsfontossaghi elemének, a mitokondriumban lokalizalt mangéan
tartalmu szuperoxid dizmutdz (MnSOD) enzim szerepére voltunk kivancsiak.

A mitokondriumok legfobb feladata, hogy energiat allitsanak el a sejtek szamara, de
emellett szdmos funkciot latnak el. Szerepiik van a metabolikus folyamatok szabalyozasaban,
a reaktiv oxigénformak termelésében ¢és eliminalasaban, az apoptotikus folyamatok
iranyitasaban, a kalcium-homeosztazis szabalyozéasaban, valamint a hdtermelésben is (Sterea
¢s El Hiani, 2020; Vakifahmetoglu-Norberg ¢s mtsai., 2017; Von Bank és mtsai., 2021).
Mivel az energiaellatdas kozpontjaiként a reaktiv oxigénformdk (ROS) keletkezésének
elsddleges helyei is, kiemelkedd szerepet jatszanak a sejtek Oregedési folyamataiban. Az
ascomycota gombakban, példaul a Podospora anserina, a Neurospora crassa €s a
Saccharomyces cerevisiae modellszervezetekben az oregedési folyamatok feltardsaval mar

tobb tanulmany is foglalkozott, mivel életciklusuk jol nyomon kovethetd, tovabba genetikai
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modositasuk viszonylag egyszerti kivitelezhetdsége lehetévé teszi a mitokondridlis
folyamatok tobbszintli elemzését (Scheckhuber és mtsai., 2008, 2009). A mitokondriumok
miikodése hatékonysaganak romlésa az oregedés egyik {6 kivaltd tényezdje (Cui és mitsai.,
2011). Az oregedéssel fokozodd oxidativ stressz a fehérjemindség-ellendrzési rendszerek
meghibdsodasdhoz vezet, amelynek kovetkeztében a hibas fehérjék felhalmozdodnak a
mitokondriumokban (Cui és mtsai., 2011; Osiewacz, 2002).

A mangén tartalmu szuperoxid dizmutaz (MnSOD) egy evoltcidsan dsi metalloenzim,
amely alapvetd szerepet jatszik a mitokondriumok integritasinak és funkcidinak
fenntartasaban (Weisiger és Fridovich, 1973). Ennek hidnya vagy talzott expresszidja jelentds
hatassal van a sejtek élettartamara. Mig hidnya roviditi az élettartamot a fokozott oxidativ
karosodas miatt, a talzott mennyisége is karos, mivel felboritja a fehérjemindség-ellendrzd
rendszerek miikodését, csokkenti mas antioxidans mechanizmusok, példdul a glutation (GSH)
és a peroxiddzok hatékonysagat és az altala eldallitott megndvekedett mennyiségli H,O»
karosithatja a mitokondrialis funkciokat (Scheckhuber és mtsai., 2009; Zintel és mtsai., 2010).

Egy gén szerepének feltérképezésére az egyik leghatékonyabb modszer az, ha a gént
eltavolitjuk a genombol. Az igy bekdvetkezd valtozasokat vizsgalva atfogd képet kaphatunk
olyan delécidés mutansait is, melyekben korabban homolog rekombindcioval kilitotték a
mitokondrialis MnSOD enzim génjét. Az A. nidulans deléciés mutansarol megallapitottak,
hogy a MnSOD/sodB gén hianyaban a mutans torzs az oxidativ stresszre meglehetdsen
érzékeny, tovabba az apoptotikus sejthaldl mértéke is fokozddott. A SodB hidnya szdmos
alapvetd fiziologiai folyamatot befolydsolt, mint az antioxidans enzimek és szekunder
metabolitok, koztiik a szterigmatocisztin termelését, a 1€égzést, valamint a sporaképzddést €s a
tapkozegben, ahol a mutans torzs novekedésében jelentds zavarokat tapasztaltak (Leiter és
mtsai., 2016).

Az A. fumigatus-ban ugyanezen gén ortologjanak delécidja (sod?2) szintén tobb jelentds
véltozast eredményezett. A mutans torzs 45 °C-on csokkent ndvekedést és menadion-natrium-
biszulfittal (MSB, szuperoxidot generald agens, Ks-vitamin vizoldékonnyé alakitott forméja)
szemben fokozott érzékenységet mutatott. Erdekes médon, bar a mutans torzs érzékenyebb
volt az oxidativ stresszre, virulencidja immunhidnyos egerekben nem mutatott szignifikdns
csokkenést a vad tipushoz képest (Lambou és mtsai., 2010).

PhD munkamban ezeken az eredményeken tulmenden a sodB/sod2 delécid altal kivaltott

transzkriptom szintli valtozasokat vizsgaltuk A. nidulans és A. fumigatus torzseken. A
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kisérleteinkben oxidativ stressz mentes ¢és stressznek (MSB) kitett micéliumokbol izolalt RNS
mintakat szekvenaltattunk és kerestilk a két faj kozotti oxidativ stresszre adott valaszok

kiilonbségeit és az A. fumigatus esetében megoldasokat az ellene vald védekezésre.

3. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az Aspergillus nidulans és az Aspergillus fumigatus a kutatasokban

Az A. nidulans igen széleskdrben hasznalt modellszervezet a biologiai, genetikai és
ipari kutatasokban (Martinelli, 1994). Ennek oka, hogy konnyen tenyészthetd, jol
jellemezhetd genetikai rendszere van, és szamos olyan tulajdonsidga, amelyek alkalmassa
teszik a kiilonbozd tudomanyos vizsgalatokra. Filogenetikailag az Aspergillus nemzetség
egyik legismertebb tagja, amely kiilonosen fontos a fonalas gombak novekedési és fejlodési
mechanizmusainak,  sejtciklusanak,  valamint a  masodlagos  anyagcseréjének
tanulmanyozéasaban.

Képes az ipar szempontjabol jelentdés anyagok termelésére, fehérjék és enzimek,
tobbek kozott cellulazok, B-glikkoziddzok, hemicelluldzok, lipdzok, protedzok eldallitasara,
ezaltal hozzajarul ipari torzsek biotechnologiai fejlesztéséhez (Ghazawi és mtsai., 2023;
Kumar, 2020; Ntana és mtsai., 2020). Tovabba toxintermelési vizsgalatokba is bevonhato,
ahol a toxintermeléssel kapcsolatos génexpresszios haldzatok és a szekunder anyagcsere
szabalyozasanak mélyebb megértése zajlik, mivel természetes koriilmények kozott
szterigmatocisztint termel, amely az aflatoxin bioszintézis egyik fontos koztiterméke (Keller
€s mtsai., 2007; Kim és mtsai., 2017; Mahata és mtsai., 2022).

Genomja feltart és elérhetd, mely lehetdvé tette a részletes genetikai vizsgalatokat
(Aspergillus Genome Projects, Broad Institute, 2003). Tovabba génjeinek jelentds részét is
azonositottak €s jellemezték, mely informéciok elérhetdek voltak éveken at az Aspergillus
kutatéi  kOzOsség  szamara  az  Aspergillus  Genome  Database  (AspGD,
https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/) weboldalon keresztiil. Az egyik legfrissebb
tanulmanyban pedig az A. nidulans-hoz kozel all6 25 fajt (Nidulantes filogenetikai csoport)
szekvenaltak meg €s mint referencia fajjal, 6sszehasonlitd elemzéseket végeztek vele, igy
tovabb erdsitve az A. nidulans, mint modellszervezet fontossagat (Theobald és mtsai., 2025).

Az A. fumigatus egy igen elterjedt szaprotrof fonalas gomba, amely elsdsorban
lebomlod szerves anyagokon, talajban, komposztban €s egyéb novényi maradvanyokon fordul

eld. Homérséklet-tolerancidja kiemelkedd, mivel akar 50 °C feletti hdmérsékleten is képes



novekedni, igy kiilondsen jol alkalmazkodott a komposztalodd novényi anyagok lebontasahoz
(Altenburger ¢és mtsai., 2014; Bhabhra és Askew, 2005). Spoérai (konidiumai) koénnyen
terjednek a levegdben, és folyamatosan jelen vannak a kornyezetben, beleértve a beltéri
leveg6t is (Taha és mtsai., 2005) .

Bar az A. fumigatus alapvetden szaprotrof, opportunista patogén is lehet. Egészséges
immunrendszeri emberek szamdéra altaldban nem okoz problémat, azonban immunhidnyos
betegekben sulyos aspergillézist okozhat, amely tliidéfert6zésként vagy invaziv
aspergillozisként is jelentkezhet. Kiilonosen veszélyeztetettek a szervatiiltetésen atesett
betegek, kemoterapidban részesiilok ¢és HIV/AIDS-ben szenveddk, mivel legyengiilt
immunrendszeriik nem képes hatékonyan megsemmisiteni a belélegzett sporakat (Dagenais €s
Keller, 2009; Oberle és mtsai., 2015; Paulussen és mtsai., 2017).

Elelmiszer-biztonsagi szempontbol az A. fumigatus jelentésége kisebb, mint az
Aspergillus flavus-é, vagy az Aspergillus parasiticus-¢, amelyek kozismert mikotoxin
termel6k és igen nagy problémat okoznak az élelmiszeriparra nézve (Leyva Salas és mtsai.,
2017). Ennek ellenére egyes tanulmanyok kimutattak, hogy jelen lehet gabonaféléken, apran,
rizsen, buzan, tovabba dioféléken, mogyoron, dion, foldimogyordn (Paterson és Lima, 2017).
Bér az A. fumigatus a gliotoxin termelésével nem okoz akkora toxikoldgiai problémat, sporai
jelenléte az immunhianyos emberek szdmdara kockazatot jelenthet, mivel az €¢lelmiszerekben
eléforduld sporak kezelési vagy elOkészitési folyamatokban a levegdbe keriilhetnek, igy
belélegezhetdk, illetve fogyasztas tjan is bekeriilhetnek a szervezetbe.

A gomba egyik legfontosabb szekunder metabolitja a gliotoxin, amely egy
immunszuppressziv és citotoxikus hatast vegyiilet. A gliotoxin gatolja a makrofagokat €s az
immunrendszer egyéb résztveviinek mitkodését gatolva a NF-kB jelatvitelt, ezaltal segitve az
A. fumigatus t01él1ését az emberi szervezetben (Latgé, 2001; Lewis és mtsai., 2005; Tomee és
Kauffman, 2000). A toxin jelenléte megteremti a kedvezd kornyezeti feltételeket a biofilm
kialakulasahoz a tiid6 kolonizacidja kozben lehetévé téve az A. fumigatus szamara a hatékony
megtapadast. Ez problémat jelent az immunhianyos egyéneknél, mivel a biofilm jelenléte
megneheziti a fertdzés kezelését és noveli a stlyos aspergilldzis kockazatat (Bugli és mtsai.,
2014). Ezen kiviil ROS termeléssel indukal sejtkarosodast az immunsejtekben, €s hozzajarul

az invaziv aspergillozis patogeneziséhez (Ye és mtsai., 2021).

3.2. Az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz minden aerob eldlényt érintd stresszforma, ami akkor jelentkezik,

amikor a sejtek tulzott mértékben termelnek ROS-t, vagy amikor az antioxidans rendszereik
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mar nem képesek megfelelden semlegesiteni ezeket (Lushchak, 2014). Az aerob
anyagcserében a felhasznalt oxigén nagy része vizz¢ alakul az elektrontranszport lanc
citokrom oxidaz enzimkomplexe éltal, mikdzben reaktiv oxigénformak nem jelennek meg
(Sigler és mtsai., 1999). Az elektrontranszport lanc az oxidativ foszforilacioval kapcsolédva
energiat termel, mely ATP formajaban tarolodik (Stromajer-Racz, 2013). Prokarioétakban az
elektrontranszport lanc a plazmamembranban, mig eukariétdkban a mitokondrium belsé
membranjaban talalhaté (Lushchak, 2011).

Az oxigén kb. 10%-a azonban melléktermékként kéaros ROS-4 alakulhat az
elektrontranszport alatt (Vertuani és mtsai., 2005). A mitokondriumok az eukaritta sejtekben
a ROS 6 termeldi, ahol az elektronok szivargdsa az elektrontranszport lancbdl szuperoxid-
anion (02") képzdédéséhez vezet (Dickinson és Chang, 2011). Ezek a gyokok tovabbi
reakcioban hidrogén-peroxidda (H207), és hidroxilgyokké ("OH) alakulhatnak, amelyek
kérosithatjadk a DNS-t, fehérjéket és lipideket (Benzie, 2000). Szoros Osszefliggés van a
fémion homeosztazis és oxidativ stressz kialakulasa kozott, mivel ‘OH a Fenton és a Haber-
Weiss reakciokban keletkeznek ugy, hogy az Fe*" (ferro) ionok redukaljak a hidrogén-
peroxidot, mikdzben Fe** (ferri) ionok ¢és hidroxilgyokok keletkeznek (Halliwell és
Gutteridge, 2015). Az Fe** iont végiil a O,™ alakitja vissza Fe*" ionna.

ROS nemcsak a mitokondriumokban, hanem az endoplazmatikus retikulumban (ER), a
sejtmembranon €s a sejtmag membranjan is keletkezhet (Lushchak, 2014). Az ER-ben a
citokrom P450 enzimekhez kapcsolddd hidroxilacios folyamatokban is képzddhetnek ROS-
ok. Tovabba kiilonbozd oxidazok, oxigenazok és dehidrogenazok (pl. xantin oxidaz, glioxal
oxiddz és a NADPH oxidaz (NOX) is hozzdjarulnak a ROS termeléséhez (Aung-Htut és
mtsai., 2011; Chaudiére és Ferrari-Iliou, 1999; Dores és mtsai., 1990; Tan és mtsai., 2009;

Temple és mtsai., 2005).

3.3. Az oxidativ stressz elleni védekezés

A gombak oxidativ stressz elleni védekezési mechanizmusai Osszetett rendszereken
alapulnak, amelyek lehetdvé teszik szamukra a talélést és alkalmazkodast valtozo kdrnyezeti
feltételekhez. A gombdk szdmara az oxidativ stressz kezelése kiillondsen fontos, hiszen a
természetes kornyezetben szdmos ilyen stresszhatds érheti Oket, tovabba a gazdaszervezet
immunrendszere is gyakran oxidativ stresszt idéz el6 a patogén gombakban (Dantas és mtsai.,

2015).
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A gombék antioxidans védelmi rendszere tobb szinten miikodik a ROS semlegesitésére
¢s az oxidativ karosoddsok minimalizdlasara. Az oxidativ stressz elleni védekezés elsd szintjét
a szenzorok ¢&s jelatviteli utvonalak jelentik, amelyek érzékelik a ROS jelenlétét, és aktivaljak
a megfeleld valaszokat. Harom f6 utvonal ismert, amelyek kulcsfontossagu szereplok ebben a
folyamatban: a HOG (nagy ozmolaritasu glicerin, “high osmolarity glycerol”) Gitvonal, a Yap1
(“yeast-aktivator protein 1) -fiiggd Gtvonal, valamint a Skn7 (valasz szabalyozd, “response
regulator”) altal szabalyozott mechanizmusok (Bruder Nascimento és mtsai., 2016; He ¢és
mtsai., 2005; Lessing €s mtsai., 2007; Mulford és Fassler, 2011; Nikolaou és mtsai., 2009). A
HOG-utvonalban kulcsfontossadgu szerepet jatszik a Hogl nevili mitogén-aktivalt protein kindz
(MAPK), amely a gombafajoknal altalanosan megfigyelheté konzervativ enzim és alapvetd
szerepet tolt be nemcsak az ozmotikus stressz elleni védelemben, hanem az oxidativ stresszre
adott valaszban is (Bruder Nascimento és mtsai., 2016; Lara-Rojas és mtsai., 2011). A Yapl
oxidativ stressz jelenlétében aktivdlja a szuperoxid dizmutdzok (SOD), a kataldzok ¢és
peroxidazok génjeit, mig az Skn7 transzkripcids faktorok a DNS-javitas, sejtfal-bioszintézis
¢s antioxidans enzimek szabalyozasaban fontosak (He és mtsai., 2005; Mulford ¢s Fassler,
2011). Fontos még megemliteni tovabbi stresszvalasz szabalyzé bazikus leucin cipzar (bZIP)
tipusu transzkripcios faktorokat, melyek funkcidinak felderitésével korabban Tanszékiink
munkatarsai foglalkoztak. Az AtfA/Atfl transzkripcids faktor ortologok A. nidulans-ban és
Fusarium verticillioides-ben az oxidativ stressz elleni védelem mellett szamos mas feladatot
is ellatnak, mint a nyugvd konidiumok védelme, valamint a patogenzis eldsegitése és
szekunder metabolitok termelésének szabélyozéasa (Kocsis és mtsai., 2022; Szab6 és mtsai.,
2020)

A védekezés egyik legfontosabb eleme a sejtek antioxidans rendszereinek aktivalasa,
amelynek elemei lehet enzimatikusak vagy nem enzimatikusak. Az antioxidans enzimek kozé
tartozik a SOD, katalaz (CAT), glutation peroxidaz (GPx), tioredoxin (Trx) és a glutation
reduktdz (GR), amelyek kozvetleniil részt vesznek a ROS semlegesitésében (Benzie, 2000;
Lushchak, 2014). Ezeken kiviil vannak nem enzimatikus antioxiddns molekuldk is, mint
példaul a glutation (GSH), flavonoidok és poliaminok, amelyek szintén hozzajarulnak a sejtek
redox-homeosztazisdnak fenntartdsdhoz. Az oxidativ stressz alatt a gombdk fokozott
NADPH-termeléssel is reagalnak, amely az antioxidans rendszerek mitkddéséhez sziikséges.
(Belozerskaya és Gessler, 2007; Yaakoub és mtsai., 2022)

A sejtek oxidativ stresszhez vald alkalmazkodasakor nemcsak az antioxidans védelem
fokozodik, hanem a DNS-javité6 mechanizmusok és a fehérjebont6 rendszerek is aktivalodnak.

Az oxidativ stressz karosithatja a DNS-t, fehérjéket és lipideket, igy a gombak kiilonféle
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hosokk-fehérjéket (HSP-k), ubiquitin-fliggd lebontd rendszereket és DNS-javitd enzimeket
hasznalnak a karosodasok helyredllitasara. A sejt regeneracids folyamatai igy szorosan
Osszefiiggnek az oxidativ stressz elleni védekezéssel (Gasch, 2003; Toledano és mtsai., 2003).

Sulyos oxidativ stressz alatt a gombak lelassithatjak ndvekedésiiket, vagy akar teljesen fel
is fliggeszthetik a sejtosztodast (Gasch, 2003; Toledano ¢és mtsai., 2003). Ez egy energia- és
anyagtakarékossdgi mechanizmus, amely lehetové teszi, hogy a sejtek az oxidativ stressz
lekiizdésére Osszpontositsanak. A csokkent ndvekedés egyiitt jarhat a sejtciklus-gének, a
riboszéma-bioszintézis gének és a DNS-replikdcidohoz sziikséges mechanizmusok gatlasaval,
amelyek mind hozzijarulnak ahhoz, hogy a sejtek elkeriiljék a stressz miatt fellépd hibés
sejtmiikodés kdvetkezményeit (Gasch, 2003).

Erdekes modon az oxidativ stresszvilasz szoros kapcsolatban allhat a szekunder
metabolitok termelésével (Montibus és mtsai., 2015). Egyes mikotoxinok, példdul az
aflatoxinok, ochratoxinok ¢és trichotecének termelését oxidativ stressz indukélhatja, mig
antioxidansok jelenlétében ezek a folyamatok visszaszorulnak. Feltételezések szerint egyes
gombak esetében a szekunder metabolitok termelése a sejtek redox-egyensulyanak
fenntartasaban is szerepet jatszhatnak, mig mas esetekben ezek a vegyiiletek kompetitiv
elényt biztosithatnak mas mikroorganizmusokkal szemben, példaul a gazdaszervezet
immunrendszere vagy mas gombafajok elleni védekezésként (Linz és mtsai., 2013; Montibus

¢s mtsai., 2015).

3.4. A SOD enzimek

A szuperoxid dizmutdzok (SOD) az oxidativ stressz elleni védelem résztvevoi, feladatuk a
szuperoxid-anionok elimindldsa. A SOD-ok metalloenzimek, melyek attol fliggéen, hogy
milyen fémion talalhatdé a szerkezetiikben, tobb csoportba oszthatok. A legdsibb tipusu a
vastartalmiu SOD (FeSOD), mely baktériumokban, archedkban és eukariotakban, példaul
novényekben is megtaldlhatdak (Almansa ¢és mtsai, 1991). A mangéntartalmi SOD
(MnSOD) az FeSOD-dal igen nagy szekvenciahomologidt mutat, igy valdszinlileg kozos
evolucios eredetiiek (Case, 2017; Jackson és Cooper, 1998). Megtalalhato széles korben
archedkban ¢és eukariotdkban, leginkabb a mitokondridlis matrixban, de a ndvények
kloroplasztiszaban is kimutattdk mar. A réz/cink SOD (Cu/ZnSOD) enzimeket az eukariota
sejtek citoszoljaban, a ndvényi peroxiszomakban és a lizoszomakban figyelték meg. A
foemldsoknél pedig a citoszolban az MnSOD ¢s a Cu/ZnSOD is jelen lehet egyidejiileg (Case,
2017; Fukai és Ushio-Fukai, 2011). Tovabba még megkiilonboztetiink nikkel tartalmu SOD-
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ot (NiSOD) is, amely foként tengeri fajokban és bizonyos baktériumokban fordul eld, és
szerkezetileg is eltér a tobbi SOD tipustol, ami konvergens evoluciéra utal (Case, 2017). Az
antioxidans enzimek koziil a SOD katalizalja a szuperoxid-anionok hidrogén-peroxidda és
oxigénné torténd atalakitasat (Valle és mtsai., 2022), majd a katalaz a hidrogén-peroxidot
lebontja vizzé és oxigénné, igy elharitva a veszélyes gyokok felszaporodasat (Vertuani és
mtsai., 2005).

A SOD altal katalizalt reakcid egyenlete:
02"+ 02"+ 2 H+ — H202 + O3 (Sigler és mtsai., 1999)
A képzd6dott H>O; elimindladsa két uton valosulhat meg:

o Katalaz altal: 2 H2O2 — 2 H2O + O2

e Glutation-fliggd peroxidaz altal: H>O2 + 2 GSH — GSSG + H20 (Stromajer-Racz,

2013)

Ebben a munkaban az MnSOD enzimre fokuszaltunk a SOD enzimek koziil, ennek

crer

crey

hatéasa a kiillonb6z6 gombafajok transzkriptomjaban eltérd, azonban néhany kozos jellemzo is

megfigyelhetd.

3.4.1. Az MnSOD enzim kiilonbozo fajokban

A S. cerevisiae €lesztdégombdban széleskoriien vizsgaltdk a SOD enzimek funkcioit. A
POS5 gén (mely a mitokondrialis NADH kinazt kodolja), a SODI gén (a citoplazmatikus
Cu/ZnSOD-t kodolo gén) és a SOD2 gén (az MnSOD-ot kodold gén) delécioja hasonld
transzkripcios valtozasokat idézett eld. Ezek a valtozasok érintették az aminosav- €s
szénhidrat-anyagcserét, az RNS- és DNS-anyagcserét, a transzportfolyamatokat, a fehérjék
hajtogatodasat, valamint az oxidativ stresszre adott valaszokat (Stuart és mtsai., 2009).
Megfigyeltiik tovabba, hogy a POS5 gén hidnymutansanal a hypoxids vagy az anaerob
novekedéssel kapcsolatos gének feliilszabalyozodasat tapasztaltdk (Stuart €s mtsai., 2009). Ez
arra utalhat, hogy a sejtek foként a mitokondrialis aktivitds megvaltozasara reagalnak, és nem
szerint a Saccharomyces cerevisiae sejtek oxidativ stressz hatdsara, példaul paraquat-
expozicio alatt, genetikai mechanizmus révén képesek leallitani a 1€gzési folyamataikat. Ez
a retrograd jelatviteli utvonal aktivalasa kozvetit. Ebben a kovetkezOknek van fontos szerepe:

a mitokondrialis szuperoxid dizmutdz 2 (SOD2) enzimnek, valamint az Rtg2-nek
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(citoplazmatikus érzékeld fehérje) és az Rtg3-nak (sejtmagi transzkripcids faktor), amelyek a
mitokondrium és a sejtmag kdzotti kommunikaciot szabalyozzéak (Stenberg és mtsai., 2022).

A biologiai dregedés egyik legismertebb modellorganizmuséaban, a Podospora anserina-
ban is vizsgaltdk az MnSOD génjét korabbi kutatasokban. Megallapitottak, hogy a Pasod3
gén delécioja az €lettartamra nem volt hatassal. A gén hidnyaban tobb probléma is jelentkezett
a sejtekben, tobbek kozott megndvekedett a szuperoxid-anionok szinte és az I-es komplex
kothetd 1égzési folyamatok karosodtak, de ezt kompenzalni tudtdk a sejtek az autofagia
aktivalasaval, kiilondsen a mitofagian keresztiil. Masik igen fontos megfigyelésiik az volt,
hogy a gén delécigja globalis transzkripcids valaszt valtott ki, ami tobb gén
feliilszabalyozodasat okozta. A mitokondrialis biogenezisben, a 1égzési folyamatokban ¢és az
anyagcserében részt vevo gének transzkripciojaban torténtek ezek a valtozasok (Knuppertz €s
mtsai., 2017). Ebbdl az latszik, hogy a mitokondriumok karosodéasara bekovetkezé valaszok
segitik a sejtek tulélését, mikdzben a f6 cél a mitokondridlis funkcidk helyreéllitasa. A
PaSod3 hidnyaban a sejtek adaptiv mechanizmusokkal kompenzaljak az oxidativ stressz és a
1égzéskarosodas okozta hatranyokat, kiilonos tekintettel a mitokondridlis gének fokozott
expressziojara és a mitokondridlis anyagcsere hatékonyabb szabdlyozasara (Knuppertz és
mtsai., 2017).

Ezekbdl a korabbi kisérletekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy mind a S. cerevisiae-ben €s
mind a P. anserina-ban a mitokondrialis funkcidk és az oxidativ stressz kozott szoros
kapcsolat van. Ebbdl a tanulmanyokbol lathatjuk, hogy a gombak igen komplex szabélyozasi
rendszeren keresztiil védekeznek az oxidativ stressz ellen. Az oxidativ stresszel 6sszekothetd
betegségek tanulmanyozasat ¢€s az Oregedés molekularis mechanizmusdnak megértését is
eldlendithetik az ilyesfajta vizsgalatok. Tovabba 1 terapias eszkozok fejlesztésére fordithato
ismeretekre is szert tehetiink, melyek a mitokondriumok miikddésére és azok stresszvalaszara

iranyulnak.

3.4.2. Az MnSOD-ok az Aspergillus nemzetségben

A sodB gén ortologjai megtalalhatdak az Aspergillus nemzetség tagjaiban is ¢és
funkcionalis jellemzésiikkel tobb munka is foglalkozott méar. Az aflatoxintermeld Aspergillus
flavus-ban az mnSOD gén ortologjanak delécidja lassti novekedési fenotipust idézett el
minden vizsgalt tenyésztési korilmény kozott és negativan befolyésolta az aflatoxin Bl
termelést (Reverberi és mtsai., 2013).

Az A. nidulans-ban az mnSOD/sodB gén hianya tobb jelentds valtozast eredményezett a

torzs fenotipusaban. A gén delécioja fokozott érzékenységet valtott ki menadionnal és PAF-
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fal (a Penicillium chrysogenum altal termelt gombaellenes fehérje, amely apoptotikus
sejthalalt idéz el6 az érzékeny gombakban) szemben. Ezenkiviil megndvekedett intracellularis
glutation-reduktaz és katalaz aktivitast figyeltek meg az exponencialis ndvekedési fazisban
1év6 kultarakban, valamint megndvekedett szterigmatocisztin termelést az ¢hezd kulturakban
(Leiter és mtsai., 2016). A 1égzésre gyakorolt hatasokat illetden csokkent a KCN-érzékeny
citokrom c-fliggé 1égzés, valamint az AOX-fiiggd alternativ 1égzés. Ezzel szemben
novekedett a KCN + SHAM (szalicil-hidroxamat, amely blokkolja az alternativ oxidazt)
rezisztens, ugynevezett rezidualis 1€gzés a szénhidnyos kultarakban. Ugyanakkor a KCN +
SHAM rezisztens 1égzés csokkent gliikdzzal kiegészitett taptalajon novekvd tenyészetekben
(Leiter és mtsai., 2016). A sodB delécigja csokkentette a konidiumok termelését, tovabba
rontotta a konidiumok hétiirését (50 °C) ¢és életképességét, amikor azokat 4 °C-on taroltak
(Leiter és mtsai., 2016). A mutans €s vad tipusu torzsek novekedési mintazata kozott is
jelentds kiilonbségeket figyeltek meg. Friss, gliikozzal kiegészitett taptalajon a delécids torzs
novekedése 4 oOrds inkubacios id6 esetén lassabb volt a vad tipushoz képest, azonban ez a
késleltetett ndvekedési fenotipus eltiint, amikor az inkubacios iddt 10 orara novelték (Leiter és
mtsai., 2016).

Az A. fumigatus esetében pedig azt mutattak ki korabbi munkékban, hogy a sod2 gén
er6sen expresszalodik a konidiumokban és a novekvd micéliumban, kiillondsen a tenyésztes
késObbi szakaszaiban, tovabbad menadion- ¢és hdkezelések hatdsara nd az expresszidja
(Lambou ¢és mtsai., 2010). A 4sod2 mutins torzsek megndvekedett menadion- és
héérzékenységet mutattak, ami megerdsiti az MnSOD-ok szerepét a stressztiirésben. Fontos
eredmények kozé tartozik ezen faj esetében az a megfigyelés, hogy a vas-homeosztazisanak
barmilyen zavara — legyen sz6 akar vas-korlatozasrol, akar vas-tobbletrdl — a mitokondrialis
¢s egyéb sejtfunkciok zavardhoz vezethet (Long és mtsai., 2016). A mitokondridlis vas-kén
klaszter Osszeszereléséért felelds klaszterek kiemelten fontosak a vasérzékelés szempontjabol,
¢s ezek mukodésének gatlasa vas€hezési valaszokat valt ki (Misslinger €s mtsai., 2018).
Kiilondsen érdekes megfigyelés, hogy a reduktiv vasasszimildcios (RIA) és a sziderofor-
medialt vasszerzési Utvonalak genetikai moduldldsa gyakran noveli az intracellularis ROS
és mtsai., 2011; Brandon és mtsai., 2015; Schrettl és mtsai., 2007, 2008; Schrettl ¢s Haas,
2011). A vasfelvételi rendszerek ¢€s az antioxiddns védelmi mechanizmusok célzott
befolyasolasa gyogyszerekkel vagy gyogyszerjelolt molekuldkkal eddig igéretes

eredményeket mutatott, amivel érdemes foglalkozni tovabbi kutatasokban a jovOben (Leal és
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mtsai., 2012, 2013; Yaakov és mtsai., 2017). Ez a teriilet az oxidativ stresszre érzékeny

patogén gombak elleni terdpids stratégiak kidolgozasaban is jelentds lehetdségeket rejt.
Osszefoglalva, a gombak MnSOD enzimjei alapvetd szerepet tdltenek be a konidiumok

¢s vegetativ micéliumok fenntartasdban, a kornyezeti stressz elleni védekezésben, ¢és

fajspecifikusan befolyasolhatjak az Aspergillus fajok mikotoxin-termelését.

3.5. A menadion natrium-biszulfit (MSB)

A menadion-natrium-biszulfit vagy MSB egy vizoldhat6 vegyiilet, amely a K-vitaminok
csoportjaba tartozik, és szintetikus Ks-vitaminként is ismert. Kémiailag az MSB a menadion
(2-metil-1,4-naftokinon) vizoldékony és stabilabb formaja, amelynek a képlete: C11H11NaOsS.

Biologiai hatasait tekintve az MSB erdteljes oxidativ stresszt indukal a sejtekben, mivel
elésegiti a ROS, ezen belill a Oz" ~ képzddését. Ezt a tulajdonsagot kihasznalva az MSB-t
rakellenes szerként is vizsgaljak, leginkdbb a kemoterdpias kezelések mellé szinergista
szerként. (Parekh és mtsai., 1991).

Az MSB-t széles korben alkalmazzak mikrobioldgiai és sejttani kutatdsokban az oxidativ
stressz kivaltasara és annak sejtszintii hatdsainak vizsgélatara. Allatkisérletekben és human
kutatasokban egyarant felhasznaljak a K-vitaminok bioldgiai szerepének feltarasara, tovabba

biotechnologiai alkalmazasokban antioxidans vagy pro-oxidans hatasok tesztelésére.

3.6. Deferipron és vashianyos kornyezet

Korabban Tanszékiinkon megallapitottdk, hogy a vas- és a szénéhezés kombinacidja
felerdsiti az A. fumigatus oxidativ stresszel szembeni érzékenységét (Emri és mtsai., 2024).
fgy szerettiik volna megvizsgélni azt is, hogy mi torténik, ha a vashianyt kombinaljuk az MSB
jelenlétével. A vashidnyos kornyezetet deferipron (DFP) taptalajhoz adasaval valdsitottuk
meg. A DFP egy vaskelator, amelyet a thalassemia major esetén kialakul6 vasfelhalmozodas
csokkentésére alkalmazzdk (Berdoukas és mitsai.,, 2012). Képes eltavolitani a vasat a
transzferrinb6l €s laktoferrinbdl, tovabba bejutni az emlds sejtekbe, s6t, még a
mitokondriumokba is, ahol Fe**-komplexeket képezhet (Glickstein és mtsai.,, 2005;
Kontoghiorghes, 2023). A DFP, mint a legtobb vaskelator nemcsak az Fe** megkdtésére
képes, a Cu*" vagy Zn*" ionok toxicitdsanak a csokkentésére is alkalmas (Kontoghiorghes,
2023). A DFP gatolta az A4. fumigatus biofilmet képz6é kultirainak vagy mar kialakult
biofilmjeinek metabolikus aktivitasat (Nazik és mtsai., 2015; Sass és mtsai.,, 2019). A

transzkriptomikai és fiziologiai kisérletekben a DFP kezelés vas éhezési stresszvalaszt valt ki
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az A. fumigatus-ban anélkiil, hogy befolyasolnd a ROS termelést vagy a réz homeosztézist,

viszont a Zn*" transzporter gének expresszidjara hatassal van (Emri és mtsai., 2024).

4. CELKITUZESEK

PhD munkém célja az A. nidulans és az A. fumigatus MnSOD enzimjének Osszehasonlitd
funkciondlis jellemzése volt, kiilonds tekintettel az enzimeknek az oxidativ stressz elleni
védelemben betdltott szerepére. Az A. nidulans kivald modellszervezet, amely a jol
jellemezett genomjanak ¢és az azonositott génjeinek koszonhetden transzkriptomikai
munkakban megbizhatoan alkalmazhat6 ¢€s jol felhasznalhato j génfunkciok és gének kozotti
kapcsolatok megallapitdsdra. Osszevetve az A. fumigatus transzkriptomaval a két
fonalasgomba kozotti kiillonbségek jobban azonosithatova valtak. Vizsgélatunkkal lehetdség
nyilt arra, hogy a két fonalas, sporaképzd €s szekunder metabolitokat termeld gomba oxidativ
stresszvalaszat mélyebben megértsiik, mely képességek feltardsa gyogyaszati €s ipari
szempontbol is fontos lehet. Az A. fumigatus, mint opportunista humanpatogén, kiilonos
jelentdségli klinikai szempontbol. Transzkriptomikai adatainak az Osszehasonlitasa az A.
nidulans-ban taldlhatd ortologok expresszidos mintazatdval hozzajarulhat az oxidativ

stresszvédelem evolucios és funkcionalis kiilonbségeinek feltarasahoz.
Munkankban a kovetkezd 1épések végrehajtasat tliztiik ki:

1. Folyékony tapoldatban normal és oxidativ stressznek kitett koriilmények kozotti
tenyésztés, ebbol RNS izolalas, szuperoxid szint és SOD aktivitads mérés. Szilard taptalajon az
oxidativ stressz érz¢kenységnek az 6sszehasonlitasa.

2. Az RNS szekvendlasbol szarmazo6 adatok kiértékelése, a differencidlisan expresszalddo
gének meghatarozasa, géncsoportok génkészlet-dusuldsi elemzéseinek végrehajtasa.

3. qPCR-rel az eredmények validalasa a transzkriptomikai adatokbdl kivalasztott
génekkel.

4. A kapott eredmények fényében tovabbi munkdk elvégzése (pl. makrofagokkal

szembeni érzékenység vizsgalat).
Munkankban az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

MnSOD enzimek ¢lettani szerepe:
1. Milyen szerepet jatszanak az A. nidulans €s A. fumigatus mitokondridlis MnSOD

enzimei az oxidativ stressz elleni védelemben?
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sodB ¢€s sod2 gén delécid hatasai:
2. Milyen mértékben noveli az A. nidulans sodB és az A. fumigatus sod2 gén delécioja

a gombak oxidativ stresszérzékenységét?

Alternativ védekezési mechanizmusok:

3. Milyen antioxidans enzimek aktivalédnak az MnSOD hianyanak kompenzalasara?

A. nidulans és A. fumigatus eltéro stresszvalaszai:

4. Milyen kiilonbségek tarulnak fel az §sszehasonlitd funkcidanalizis révén a két torzs

stresszvalaszaban?

5. Az A. fumigatus-specifikus kiilonbségek vajon miképpen hasznalhatok majd ki a

jovoben a gydgyszerfejlesztésekben?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A két Aspergillus faj mangan SOD génjének dsszehasonlitasa

Az A. nidulans sodB ¢és az A. fumigatus sod2 génjeinek esetében elvégeztik a

nukleotid- ¢és aminosav-szekvencidk Osszehasonlitdsat. A szekvencidk a FungiDB
adatbazisbol szarmaztak (A. nidulans esetében:
https://fungidb.org/fungidb/app/record/gene/ ANS5577#Sequences, A. fumigatus esetében:
https://fungidb.org/fungidb/app/record/gene/AFUB_068610#Sequences). Az intron- és UTR-
régiokat is a FungiDB alapjan azonositottuk.
A szekvenciak Osszehasonlitasa a BioEdit programmal tortént
(https://bioedit.software.informer.com/7.2/). Az aminosav-szekvencidk kozotti homologia
meghatdrozasat az  NCBI =~ BLAST  program  segitségével  végeztik el
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome).

Tovabba a két fehérje térszerkezetét is Osszehasonlitottuk prediktalt 3D-s modellek
alapjan. Az AlphaFold 2 online programmal (https://alphafold.ebi.ac.uk) generaltuk a SodB és
Sod2 fehérjék eldrejelzett szerkezeti modelljeit, amelyeket ezt kdvetden az RCSB Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org) feliiletén illesztettiik egymaésra.

Ezenkiviil funkcionalis domének meghatarozasat is elvégeztik a SMART szoftver
(“Simple Modular Architecture Research Tool”) (http://smart.embl-heidelberg.de/) online
felilletén, amely a mar ismert domének alapjan végez homoldgiaalapii keresést a

fehérjeszekvencia alapjan.

20



5.2. A Kkisérletekben felhasznalt torzsek és tenyésztésiik

1. tablazat: A Kkisérletekben felhasznalt torzsek. '

Aspergillus nidulans torzsek:

Azonosito Genotipus Eredet
THS30.3 pyrG89, AfupyrG+; pyroA+; veA+ (Emri és mtsai., 2015)
AsodB pyrG89, AfupyrG+; pyroA+; veA+; A4sodB (Leiter és mtsai., 2016)

Aspergillus fumigatus torzsek:

Azonosito Genotipus Eredet
akuB"3" AKUS0 (Lambou és mtsai., 2010)
Asod2/1P345 AKUS80; Asod?2 (Lambou és mtsai., 2010)

Az A. fumigatus akuB*®’ torzsben a ku80 gén keriilt kiiitésre, amely a nem-homolog
végosszekapcesolds utvonal (“non-homologous end joining”) kulesgénje. A gén kiiitésével
megndtt a homolog rekombinacio hatékonysaga ebben a torzsben, ezaltal konnyebb genetikai
modositasokat végrehajtani rajta. Mindkét mutans torzset a sodB €s a sod2 génekre tervezett
delécios kazettaval, homolog rekombinacidval allitottak eld. A kilitott szekvencia helyére a
hygromycin rezisztencia gén keriilt szelekcidos markerként. A torzseket Barratt-féle nitrat
tartalmi minimal taptalajon (AMM) tartottuk fent (Barratt és mtsai., 1965) és spordztattuk
kisérleteinkhez. A taptalaj Gsszetevoi 1 literre vonatkoztatva: 6 g NaNOs; 1,52 g KH2POy;
0,52 g MgS044H-0O; 0,52 g KCI; 10 g gliikoz; 20 g agar (pH 6,5), tovabba 1 ml
nyomelemoldat. Ennek Osszetétele 1 literre vonatkoztatva: 22 g ZnSO4 ¢ 7 H2O; 5 g FeSO4 7
H>0; 5 g MnCl; * 4 H2O; 1,6 g CuSOs4+ 5 H2O; 1,6 g CoClz « 5 H2O; 11 g H3BOs3; 1,1g
(NH4)6M07024 * 4 H20; 50 g Na,EDTA. A kisérleteink eldtt glicerolos szuszpenziorol
oltottunk le a friss sporak eldallitasahoz. A tenyésztés 6 napig tartott minden esetben 37 °C-

on.

Y Az A. fumigatus torzseket Prof. Dr. Jean-Paul Latgé professzor urnak koszonhetjiik (Unité

des Aspergillus, Institut Pasteur, Paris, Franciaorszag).
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5.3. Micélium eloallitasa RNS izolalasahoz

Az RNS izolalashoz hasznalt micéliumokat folyékony tdpoldatban tenyésztettiik 500
ml Erlenmeyer-lombikokban. Az A. nidulans-szal végzett kisérletekben a lombikokba 100 ml
Barratt-féle tapkdzeget (a Barratt-féle taptalaj agarmentesen) mértiink és 5x107 db
konidiospora-szuszpenzioval oltottunk be, majd a lombikokat 37 °C-on inkubdltuk 16 6ran
keresztiil, 220 rpm (3,7 Hz) razasi sebességgel (Leiter és mtsai., 2016). A 16 ora elteltével a
még mindig exponencialis novekedési fazisu tenyészethez (Leiter és mtsai., 2016) 0,16 mM
MSB-t adtunk a lombikokhoz. A tovébbiakban ezek a kezelt tenyészetek, mind a vad tipusu,
mind a mutans torzsekbol harom-harom bioldgiai ismétléssel késziiltek el (ahogy a kezeletlen
tenyészetek is). A kezelés utan 30 perc elteltével szirtiik le a tenyészeteket és tettilk a
micélium mintdkat Eppendorf csdvekbe, melyeket a tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltunk.

Az A. fumigatus torzseinek esetében kiss¢ modositottunk ezen a protokollon. A
micéliumok eléallitasdhoz a Barratt-féle tapoldat modositott valtozatat hasznaltunk, ahol a
valtoztatas a kovetkezo volt: a taptalaj 1 literre vonatkoztatva 0,92 g diammonium-tartarat (6
g/l NaNO:; helyett), 0,52 g KCI, 0,52 g MgSOq4, 1,52 g KH2PO4, 1 ml mikroelem oldatot, 20 g
D-gliikozt (10 g/l helyett) (pH=6,5) (Cove, 1966; Fortwendel €s mtsai., 2004). A tenyésztés
500 ml-es Erlenmeyer-lombikokban zajlott 100 ml tapoldatban, minden lombikban 1x10’
konidium szuszpenzi6 keriilt beoltasra, majd 20 o6ras inkubdlds ment végbe 37 °C-on, ~3,6
Hz-en (220 rpm). 20 ora elteltével adtuk a 6 mM MSB-t a lombikokhoz. A tenyészeteket
leszirtiik és -20 °C-on taroltuk.

5.4. A szilard taptalajon végzett stresszkisérletek koriilményei

A szilard taptalajon végzett kisérletekhez szintén Barratt-féle minimal taptalajt
hasznéltunk az A. nidulans torzseknél, mig az A. fumigatus-szal zajlo kisérleteket
diammonium-tartarattal szupplementalt taptalajjal hajtottuk végre. Ezeknél a kisérleteknél az
torzsoldat koncentracigja 0,5 M, melybdl kozvetleniil vagy azt tovabb higitva mértiik ki a
kisérletekhez sziikséges koncentraciokat. Az A. midulans esetében 25 uM MSB keriilt a
taptalajba, mig az A. fumigatus-nél hasznaltunk 0,5 uM, 1 uM és 15 uM koncentréaciokat is.

Az agar lemezek kozepére 5 ul sporaszuszpenziot inokulaltunk 2x107 konidium/ml
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torzsoldatbol, azaz 1x10° db-ot (Leiter és mtsai 2016), majd a Petri-csészéket 37 °C-on
inkubaltuk 5 napig és a gatlds mértékét a telepek atmérdjének mérésével hataroztuk meg.

Az A. fumigatus torzsekkel végeztiink olyan kisérletet is, ahol 0,8 mM deferipronnal
(DFP) is kiegészitettiik a taptalajt. A deferipron térzsoldata 50 mM-os. Ezekben az esetekben
a modositott Barratt-féle minimal agar elkészitéséhez hasznalt nyomelem tapoldat nem
tartalmazott FeSO4-et. A kisérlet menete a tovabbiakban megegyezett az el6zdvel.

Emellett agar diffuzios vizsgalatot is végeztiink az A. fumigatus torzsekkel, ahol a
diammonium-tartarattal komplementalt taptalaj felszinén 100 pl konidiumszuszpenziot
(1x107 konidium/ml térzsoldatbol, azaz 1x10° db-ot) szélesztettiink szét, majd minden lemez
kozepére pipetta heggyel lyukat vajtunk. A csészék felét kozvetleniil szélesztés utan
beoltottuk 50 ul 12 mM MSB oldattal (a lyukakba pipettaztuk az MSB-t), masik részét pedig
24 ora, 37 °C-os inkubalast kdvetden. Majd a tenyészeteket 4 napra 37 °C-os termosztatba

helyeztiik. A kisérlet kiértékelésekor megmeértiik a gatlasi zona dtmérdjét.

5.5. Mintak eldallitasa szuperoxid képzodés és SOD-aktivitas mérésre

A szuperoxid képzddés meghatirozdsdhoz ugyanazon koriilmények kozott, folyékony
tapoldatban végeztiink tenyésztést, mint a 6.2-es fejezetben és az MSB-kezelést kovetd 30
perc elteltével vettiink a taptalajbél mintat. A SOD-aktivitds méréséhez pedig ezekbdl a
tenyészetekbol a kezelést kovetd 5 oraval késébb micéliumot szirtiink le. Hasonldan a
transzkriptomikai elemzésekhez, itt is 3-3 parhuzamos mintat készitettiink (3 kezeletlen vad

tipusu és mutans minta, 3 kezelt vad tipusu és mutans minta).

5.6. A szuperoxid képzodés mérése

A szuperoxid kimutatdsdhoz dihidroetidiumos kezelést alkalmaztunk, a Carter és mtsai
(1994) altal leirt protokoll alapjan. A kiindulasként 1 M dihidroetidium torzsoldatot
készitettiink etanolban, és —20 °C-on taroltuk. Ezt tovabb higitva 2 mM-os oldatot allitottunk
el6. Ebbdl 100 pl-t 20 ml tenyészethez adtunk, majd a mintdkat 1 o6ran &t inkubaltuk
razogépen, 37 °C-on ~3,6 Hz-en (220 rpm). Ezutdn 6 ml tenyészetet szlrtiink le tivegsziiron
keresztiil, melyet desztillalt vizzel atmostunk. A micéliumokat Eppendorf csébe helyeztiik és
1 ml 4 fokos, 5 w/v %-os szulfoszalicilsav oldatban vettiik fel a mintakat. 10-20 percet
inkubaltunk jégen, majd 10 perc centrifugalds (4 °C, 10000 g) utan 500 pl feliillaszohoz 500

ul 2 M-os NaOH-t adtunk. A mintdk fluoreszcencidjat spektrofotométerrel hataroztuk meg
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(Aext = 488 nm, Aem = 610 nm) és a képzddott etidium mennyiségét etidium-bromid kalibralo

sor felvétele utan szamoltuk ki (Carter és mtsai., 1994).

5.7. A szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitas mérése

A szuperoxid dizmutdz (SOD) aktivitast Oberley és Spitz (1984) modszere alapjan
hataroztuk meg. A mérés alapja, hogy a szuperoxid anionok redukaljdk a nitro blue
tetrazolium-kloridot (NBT), amit spektrofotometriasan lehet kovetni. Ezt a reakciot a SOD
enzim gatolja. A szuperoxid dizmutdz (SOD) aktivitdsanak meghatarozasdhoz 1 ml végso
térfogata reakcidelegyet alkalmaztunk, amely 10 v/v% mintat tartalmazott. A reakcioelegy
komponensei a kovetkezok voltak: 50 mM natrium-foszfat puffer (pH 7,8), 1,4 mM dietilén-
triamin-pentaecetsav (DETAPAC), 70 uM NBT, 0,2 mM xantin, 10 U/l xantin oxidaz,
valamint 1000 U/l katalaz. Az enzimaktivitds meghatarozasa az NBT oxidacidjanak nyomon
kovetésén alapult, amelyet 560 nm hullamhosszon mértiink, 2 percen keresztiil. Kontrollként
minta nélkiili reakcidelegyet hasznaltunk. Az enzimaktivitast a kontroll és a minta
abszorbanciaértékeinek hanyadosabol szdmitottuk ki, majd ebbdl 1-et vontunk le. Mivel a
SOD csokkenti az NBT redukcidjat, a kisebb abszorbancia nagyobb enzimaktivitast jelent

(Oberley és Spitz, 1984).

5.8. A fehérjetartalom meghatarozasa

A SOD-aktivitds meghatdrozasa céljabol micéliumot szlrtiink le a tenyészetekbdl 5
oraval az MSB kezelést kovetden. Viszont ekkor a tapoldatbdl is tettlink félre a
fehérjetartalom meghatarozdsa céljabol. A mintdk fehérjetartalmat Bradford-reagens
hozz4adasaval hataroztuk meg (Bradford, 1976). 20 pl feliilusz6 mintahoz adtunk hozza 900
pul reagenst és 10 perc szobahdn torténd inkubacidos 1d6 elteltével a mintékat
spektrofotométerrel mértiik le, A=595 nm hulldmhosszon. Az abszorbancia adatokbol
szarvasmarha szérum albumin (BSA) kalibralosor segitségével hatdroztuk meg a
fehérjetartalmat, és az igy kapott értékeket a fermentlé¢ térfogatdra vonatkoztatva mg/l

mértékegységben adtuk meg.

5.9. A. fumigatus konidiumok tulélése makrofagokkal szemben

Egészséges donorok periférias vérébdl szarmazdé monocitdkbol differencialt

makrofagokat hasznaltunk a kisérletiinkben. A két féle makrofagot (az M1 makrofag
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fenotipus létrehozéasahoz granulocita-makrofag koloniastimulald faktort (GM-CSF; Gentaur
Molecular Products, London, UK, 80 ng/ml), az M2 makrofag fenotipus indukalasidhoz
makrofag koloniastimuldloé faktort hasznaltuk (M-CSF; PeproTech, Briisszel, Belgium, 50
ng/ml) a differencidlédasukat kovetd 6todik napon begyljtottik, a sejtszam meghatarozasa
utan 400 g-n 8 percig centrifugaltuk. A feliilisz6 eltavolitdsa utan friss, teljes RPMI 1640
médiumot adtunk a sejtekhez, majd a makrofagokat 96 lyuku sejttenyészté lemezekbe oltottuk
at 1x10° sejt/100 pl sejtstirtiségben. Minden lyukba 100 pul 1x10° spéra/RPMI 1640 médium
szuszpenzidt adtunk. Kontrollként olyan mintékat is készitettiink, amelyek csak 100 pl
sporaszuszpenzidt és 100 ul RPMI 1640 médiumot tartalmaztak. A sejtek 37 °C-on, 5%-os
CO:-al dusitott, nagy paratartalmti inkubatorban taroltuk 4 o6ran at, majd a lemezeket
centrifugaltuk (8 perc, 400 G), a feliiluszot eltavolitottuk. A makrofagokhoz 200 pl desztillalt
vizet adtunk és 10 percen 4t igy lizaltuk a sejteket. A kapott mintakat sorozatos higitds utan
Barratt-féle minimal nitrat agarra oltottuk, és az életképes sejtek szdmat 37 °C-on, 36 oOrés
inkubaciot kovetden telepképzd egységek (CFU) meghatarozasaval értékeltiik. Mindkét

torzset M1 és M2 makrofagokkal 8-8 parhuzamos ismétlésben vizsgaltuk.

5.10. Az RNS izolalas menete

Az RNS szekvenalashoz és génexpresszios vizsgalatokhoz felhasznalt RNS-t liofilizalt
micéliumokbol Chomczynksi (1993) protokollja alapjan TRIzol reagenssel (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) izolaltuk, majd ezt kdvetéen a mintdk RNS tartalmat eldzetesen
Nanodrop UV/Vis (Nabi, u2 Microdigital) késziilékkel mértiik le 260 nm-en. Felhasznalasig a
mintakat -70 °C-on taroltuk. Tovabba az RNS mintik tisztasigat a DE AOK Genomi
Medicina és Bioinformatikai Szolgaltato Laboratérium munkatéarsai ellendrizték mikrofluid
elektroforézis rendszerrel (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

5.11. A nagy-ateresztoképességit RNS szekvenalas menete

A liofilizalt micéliumokbol miutan teljes RNS izolalast hajtottunk végre a TRIzol-
modszer végrehajtdsdval (Chomczynksi, 1993), a kovetkezd mintékat allitottuk eld harom

parhuzamos ismétléssel:
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Aspegillus nidulans mintak:

1. THS30.3 referenciatorzs kezeletlen kultarai

2. THS30.3 referenciatdrzs MSB-vel (0,16 mM) kezelt kultarai
3. 4sodB mutans kezeletlen kultirai

4. AsodB mutans MSB-vel (0,16 mM) kezelt tenyészetei.

A. fumigatus mintak:

1. akuB™3 referenciatorzs kezeletlen kultarai

2. akuB"™® referenciatdrzs MSB-vel (6 mM) kezelt kultarai
3. Asod2 mutans kezeletlen kulturai
4

. dsod2 mutans MSB-vel (6 mM) kezelt tenyészetei.

Az RNS-szekvenalast (a konyvtarkészitéstdl a fastq.gz fajlok eldallitasaig) a Debreceni
Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet Genomi
Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratériuméban végezték el. Az egy iranyu
(single-read) 75 bp-os Illumina RNS szekvenéldshoz sziikséges RNS konyvtarat a TruSeq
RNS Library Prep Kit-tel (Illumina, San Diego, CA, USA) készitették el a gyartd leirdsa
szerint. A szekvenalas az Illumina NextSeq 500 miiszeren ment végbe és mind a 12 mintabol
elkésziilt konyvtarat ugyanazon dramlasi cella egy sdvjaban szekvenaltdk. A kapott

leolvasasok szama mintanként 22,2 és 36,5 millio kozott valtoztak.

5.12. A szekvencia adatok feldolgozasa (RNAseq)

A szekvenalasbol  szarmazd  olvasatokat az A.  nidulans FGSC A4

(https://fungidb.org/common/downloads/Current Release/AnidulansFGSCA4/fasta/data/Fung

iDB-56 AnidulansFGSCA4 Genome.fasta és
https://fungidb.org/common/downloads/Current Release/AnidulansFGSCA4/gff/data/FungiD
B-56 AnidulansFGSCA4.gff) illetve az A. fumigatus all63

(https://fungidb.org/common/downloads/Current Release/AfumigatusA1163/fasta/data/Fungi
DB-56 AfumigatusA1163 Genome.fasta és
https://fungidb.org/common/downloads/Current Release/AfumigatusA1163/gff/data/FungiD

B-56 AfumigatusA1163.gff) genomhoz illesztettik a HISAT2 szofter (2.1.0 verzid)
futtatasaval (Kim és mtsai, 2019). Az egyes mintak esetében a leolvasasok tobb mint 94 %-a
sikeresen illeszkedett az altalunk hasznalt referencia genomra az A. nidulans esetén, mig az A.

Sfumigatus-nal ez az arany 92 % volt. Az, hogy pontosan hany olvasat tartozott egy génhez azt
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a featureCounts szoftver (2.0.0 verzid) hatarozta meg (Liao és mtsai, 2014). A tovabbiakban a
statisztikai elemzéseket R nyelvben, RStudio (https://rstudio-
education.github.io/hopr/starting.html) felhasznalasaval végeztiik el. A differencidltan
expresszalt géneket a DESeq2 (1.34.0 verzio) (Love és mtsai, 2014) futtatasadval kaptuk meg.
Az RPKM (olvasatok szama kilobazisonként és milli6 illesztett olvasatra normalizalva/
“Reads Per Kilobase per Million mapped reads”) értékeket az edgeR csomag ,,rpkm”
fliggvénye hatarozta meg (Robinson ¢és mtsai, 2010), tovabba a fékomponens analizis (PCA)

pedig a ,,prcomp” fliggvénnyel tortént.

5.13. A transzkriptomikai adatok kiértékelése

Két transzkriptom Osszehasonlitdsakor a feliil- és alulszabalyozott géneket olyan
differencialtan expresszalodd génekként (DEG) definidltuk (korrigalt p-érték <0,05), ahol az
‘longC‘ értekek egy meghatarozott kiiszobértéknél (ha masként nem jeldltiik 1-nél)
nagyobbak voltak. Az logFC értékek a DESeq2 szoftverrel (1.34.0 verzid) kiszamitott
logoFoldChange szamokat jelenti. Referenciaként az adott torzs kezeletlen tenyészeteit
(amikor az MSB-kezelés hatasat vizsgaltuk egy torzsre) vagy a referencia térzs tenyészeteit
mellett) hasznaltuk.

A kivélasztott génkészletek Osszetételének jellemzésére a ShinyGO 0.77
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) platformon, alapértelmezett bedllitasokat alkalmazva
génkészlet-dusulasi elemzéseket (“gene set enrichment analysis”) hajtottunk végre. A
haromnal kevesebb gént tartalmazo kifejezéseket vagy a csak egy gént tartalmazé talalatokat
kihagytuk az elemzésbdl, és csak a korrigalt-p <0,05 értékekkel rendelkezd talalatokat vettiik
figyelembe az értékelés alatt. Mivel a génkészlet-dusulasi elemzése nagymértékben fiigg a

vizsgalt génkészletek méretétdl, a DEG-ek elemzését tobb, kiilonb6zd logoFC kiiszobérték

beallitasaval végeztik el: Az A. nidulans esetében | longC| >0, longC‘ >1, longC| >

2 kiiszobértékeket, mig az A. fumigatus esetében | log2FC | > 0, [logoFC | > 0,5 és | logFC |

> 1 kiiszobérték hasznaltunk.
5.13.1. Az A. nidulans adatok elemzése

Az Fe-S klaszter Osszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), az antioxidans enzim
(“Antioxidant enzyme”), a respiracié (“Respiration”) ¢és a szterigmatocisztin klaszter

(“Sterigmatocystin cluster”) géncsoportok génkészlet-dusulasi elemzéseinek eredményeit

27



Fisher-féle egzakt probaval is megvizsgaltuk (“fisher.test” funkci6 az R projektben; ww.R-
projekt.org/). A Fe-S klaszter Osszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”) géneket a FungiDB
adatbazisa szerint hatdroztuk meg, mégpedig a kovetkezOképpen: gének, melyek részt
vesznek a [2Fe-2S] klaszter-, a [4Fe-4S] klaszter-, a vas-kén klaszter 0sszeszerelésében, és a
[2Fe-2S], [4Fe—4S] vagy vas—kén klaszteratvitellel torténd fehérjeérésben (2. tablazat).

Az antioxidans enzim gének olyan gének, amelyek a FungiDB-ben
(https://fungidb.org/fungidb/app) elérhetd adatok szerint feltételezett vagy megfigyelt katalaz,
citokrom c¢ peroxidaz, glutation-diszulfid oxidorduktdz, glutation peroxiddz, glutation
transzferaz, peroxidaz, peroxiredoxin, szuperoxid dizmutaz és tioredoxin-diszulfid reduktaz
aktivitast enzimeket kodolnak.

A szterigmatocisztin temeléséért felelds génklaszter génjeit Inglis és munkatarsai (Inglis
¢és mtsai., 2013) tanulmanyabol gyljtottiik 0ssze és hasznéltuk fel sajat elemzéseinkhez.

A légzés (“Respiration”) géncsoport a FungiDB (https://fungidb.org/fungidb/app;
hozzaférés: 2023. oktdber 24.) szerint ismert ¢és feltételezett NADH dehidrogendz, ubikinol-
citokrém c reduktaz, citokrom c, citokrom ¢ oxidaz és alternativ oxiddz géneket tartalmazza.

A stresszgéneket pedig a Fungal Stress Response Database (FSRD) (Karanyi és mitsai.,

2013) A. nidulansban talalhato stresszgének alapjan azonositottuk be.

2. tablazat: Az A. nidulans-ban vizsgalt génklaszterek

Funkcionalis génklaszterek Gének szama
Fe-S klaszter 0sszeszerelés ~ Fe-S cluster assembly genes 24
Antioxidans enzimek Antioxidant enzyme genes 35
Respiracio Respiration genes 39
Szterigmatocisztin Sterigmatocystin cluster genes 26
Stressz gének Stress genes 305

5.13.2. Az A. fumigatus adatok elemzése

A glikolizis (“Glycolysis”), az antioxidans enzim (‘“Antioxidant enzyme”), a vasfelvétel
(“Iron uptake”), a sziderofor klaszter (“Siderophore cluster”), az Fe-S klaszter fehérje (“Fe-S
cluster protein”), az Fe-S klaszter 0sszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), a hemkotd fehérje
(“Heme binding protein”), a hem bioszintézis (“Heme biosynthesis™), €s a riboszéma fehérje
(“Ribosome protein™) géncsoportokba tartozé gének feldusuldsat a Fisher féle teszttel is
megvizsgaltuk  (“fisher.test” funkci6 az R projektben; www.R-project.org/). A

riboszoémafehérje (“Ribosome protein”) géncsoporthoz az A. fumigatus Af293 génjeit a
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KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) utvonal-adatbazisbol gytjtottiikk dssze
(https://www.kegg.jp/pathway/afm03010). A tobbi géncsoportokat az aldbbi helyekrdl
szereztik meg: a glikolizis (“Glycolysis”) gének Flipphi és munkatarsaitol (2009), az
antioxidans enzim (“Antioxidant enzyme”), a vasfelvétel (“Iron uptake”), az Fe-S klaszter
fehérje (“Fe-S cluster protein”), az Fe-S klaszter dsszeszerelés (“Fe-S cluster assembly™), a
hemkoto fehérje (“Heme binding protein”), a hem bioszintézis (“Heme biosynthesis”) Emri és
munkatarsaitdl (2022), valamint a sziderofor klaszter gének (“Siderophore cluster”) Inglis €s
munkatarsai (2013) altal leirt A. fumigatus Af293 génlistajabol (3. tablazat).

Ahhoz, hogy az Aaltalunk hasznélt akuB™®’

referencia torzsben is azonosithassuk a
géneket, ortolog keresést hajtottunk végre a OrthoMCL v2.0
(https://orthomcl.org/orthomcl/app/) felhasznalasaval. A homoldgia kereséshez a blast
algoritmust, a megtalalt ortologok klaszterezéséhez pedig az MCL (Markov Cluster
Algorithm)  algoritmust  (Enright és  mtsai., 2002; Van Dongen, 2008)
(www.micans.org/mcl/index.html) hasznaltuk. Az azonositott gének listajat az S7. tablazatban

lehet megtekinteni, melynek linkje a dolgozat mellékletek részében talalhato.

3. tablazat: Az A. fumigatus-ban vizsgalt génklaszterek

Funkcionalis génklaszterek Gének szama
Glikolizis gének Glycolysis genes 21
Antioxidans enzimek Antioxidant enzyme genes 34
Vastelvétel gének Iron uptake genes 27
Sziderofor klaszter gének Siderophore cluster genes 17
Fe-S klaszter fehérje gének Fe-S cluster protein genes 40
Fe-S klaszter 0sszeszerelés gének Fe-S cluster assembly genes 13
Hemkoto fehérje gének Heme binding protein genes 115
Hem bioszintézis gének Heme biosynthesis genes 10
Riboszoma fehérje gének Ribosome protein genes 103

5.14. Kvantitativ valos ideji polimeraz lancreakcio (RT-qPCR)

Az RNS-szekvenalasbol szarmazd génexpresszios értékeket RT-qPCR modszerrel validaltuk.
Az RT-qPCR vizsgalatok megkezdése elétt a mintdinkat DNS mentesitettiik a DNase 1 Kit
(Sigma) gyartoi leirasat kissé modositva, majd a qPCR reakciot az Xceed qPCR SG 1-step 2x
Mix Lo-ROX Kit (Applied Biotechnologies, Praha, Csehorszag) felhasznalasaval, a gyarto

utasitasait kovetve mértiik 6ssze kis moddositasokkal. A primerparokat a 5. és 6. tablazat
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tartalmazza. A relativ transzkripcios szintek meghatarozasahoz referencia génként az A.

nidulans esetében az AN9168 gént (amely egy feltételezett glicerin transzportert kodolod gén)

hasznaltuk, mig az A. fumigatus mintdknal az AFUB_ 078400 gént (amely feltételezhetden az

1,3-B-D-gliikan szintaz katalitikus alegységét kddolja) hasznaltuk. Az RT-qPCR-bdl szarmazo

Cq értékeit (az a ciklus szdm, amikor a mintaban a fluoreszcencia szintje atlépi a detektalhato

szintet) kivontuk a referencia gén Cq értékeibdl, majd ezen értékek kiillonbségeibdl kaptuk a

AACP értékeket a négyféle Osszehasonlitasban. Ezeket az értékeket hasonlitottuk Ossze a

szekvenalasbol szarmazo logFC értékekkel, melyeket ugyaniugy szamoltunk ki, négyféle

Osszehasonlitasban.

4. tablazat: DNase I 6sszemérése egy RNS mintara, a 96 lyuki-lemez egy vajataba

RNS minta 1000 ng
Enzim puffer 1 ul
DNS bont6 enzim 1 ul

50 mM EDTA 1 ul
DEPC kezelt dH,O

Gén azonositd

ANO0241
ANS5577
ANI1131
ANO0785
AN9339
AN6542
AN3581
AN2846
ANO0447
AN1800
AN3150
ANS5823
AN1628

5 pl-re kiegésziteni

5. tablazat: Az A. nidulans mintaknal hasznalt primerek szekvenciai

Szekvencia

Forward:5’-CTTCCACATCCACCAGTTC-3’
Forward:5’-CTTGCTTACGACTATGGCG-3’
Forward:5’-CACCACGCTTCCCTTCTG-3’
Forward:5’-ATGACCCTCCACCATCAAAA-3’
Forward:5’-CCGAGCCCGACAACACTTAC-3’
Forward:5’-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3’
Forward:5’-TGGCAGAACGGTATCAGCG-3’
Forward:5’-TTACCAGTCCATCAAAGCCAAG-3’
Forward:5’-GACTTCCCTACCTCCTTCTTG-3’
Forward:5’-TCATACAATCCGCCTTACAGC-3’
Forward:5’-AGGAGGGAGGTAGCAAAAG-3’
Forward:5’-GCTTCACCTTCCTCAACTAC-3’
Forward:5’-TGTTGTCGGGTTCTTCCAGG-3’
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Reverse:5’-CAGCGTTACCAGTCTTCTTG-3’
Reverse:5’-GTTGATGGCTTTGGAGAGAG-3’
Reverse:5’-CTCAAATCGCCAACCTCGC-3’
Reverse:5’-CCTCTACAGAGCCGAACTGG-3’
Reverse:5’-GTTCAGCGACGACAATGACG-3’
Reverse:5’-AAGAACGCTGGGCTGGAA-3’
Reverse:5’-GCGGACAAGCACGGTAAC-3’
Reverse:5’-TTCAGCCAAGTCCAAAGAGG-3’
Reverse:5’-GCTCCACTCTTTTCCACGG-3’
Reverse:5’-ATCCCAATCCTTCATCCCC-3’
Reverse:5’-CAGATGGAGGGTAATAAGGC-3’
Reverse:5’-ACTTCAATCACCTCCTCTCC-3”
Reverse:5’-AGGGCTTCATCGGTCTCG-3’



Gén azonosito

AFUB 078400
AFUB 040950
AFUB 006770
AFUB 068610
AFUB 056780
AFUB 014080
AFUB 073150
AFUB 011080
AFUB 046060
AFUB 015490
AFUB 052420
AFUB 066210
AFUB 016660
AFUB 052300
AFUB 052310

Szekvencia

Forward:5’-GTCAGGTCCCCGTTTCCAAG-3’
Forward:5’-GGTCGTTGTTGCCATCGGTG-3’
Forward:5’-AAGTCCGAGCGTGAGCGTG-3’
Forward:5’-GGATGGGCTTGGCTTGTC-3’
Forward:5’-GTCCTCACTTCAACCCCTATG-3’
Forward:5’-CAGAAGAAAGCGGCGGAAG-3’
Forward:5’-GCATTGTCCGCTCTCTCTC-3’
Forward:5’-TCACGGCTCATCATCAGGG-3’
Forward:5’-TCACTGCGGCTTCTTTCC-3’
Forward:5’-GTGTTTATGCTCTCGGTGATGTC-3’
Forward:5’-ATTCCACCACGACCAAAACC-3’
Forward:5’-GGCACTGGAGGAAGCAAC-3’
Forward:5’-CAGTCAGATGCGGGTAGTTG-3’
Forward:5’-TCATCAGCATCAGCAATCCC-3’
Forward:5’-TTGACTGGCGGCACATTC-3’

6. tablazat: Az A. fumigatus mintaknal hasznalt primerek szekvenciai

Reverse:5’-GGCATCATCCAAGTCCAGGTG-3’
Reverse:5’-CATCTTCAGGTTGTCGGTGCG-3’
Reverse:5’-GGTGAAAGCGAGCAGAGCG-3’
Reverse:5’-CCTTGCGGTTCTGGTATTGC-3’
Reverse:5’-AACGCTCTCGGCACCAATC-3’
Reverse:5’-AGGGTCGTGTTGAAAGCATC-3’
Reverse:5’-GGTCTCCAGGTTTCGTATCAG-3’
Reverse:5’-CAACAGGCAGTAGTCCAGG-3’
Reverse:5’-ATCTCGTTGTCACCTCTGGG-3’
Reverse:5’-CGGGTTCTTCTTCTTCTCTTCTG-3’
Reverse:5’-CACCGATACCTCCTTCTCCAAC-3’
Reverse:5’-GCGGTAGAAGATGTCACGG-3’
Reverse:5’-AAGGAAAAGGAGGTAGCGATG-3’
Reverse:5’-TCCACCTCAACAATCTTCATCG-3’
Reverse:5’-TGGAGGGAGGCTTGGTTTC-3’

7. tablazat: A reakcid egy 96 lyuku PCR-lemez egy vajatiban

A reakcio egy 96 lyuku PCR-lemez egy vajataban:

Master mix 10 pul
Higitott reverz primer 0,8 ul
Higitott forward primer 0,8 ul
Dnazmentesviz 2,4 ul
Enzim I ul
RNS minta Sul

Az RT-qPCR reakcidk az alabbi 1épésekbdl alltak:

1. reverz transzkripcid, 55 °C, 10 perc

2. reverz transzkriptaz denaturacio, 95 °C, 1 perc

3. DNS-denaturécio, 95 °C, 10 mésodperc

4. primer hibridizacio (,,annealing”), 60 °C, 1 perc

5. lanchosszabbités (,,extension”), 60 °C, 30 méasodperc

6. harmadik 1€péstdl szamitott ciklus ismétlés 40 ciklus erejéig
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6. EREDMENYEK

6.1. A két Aspergillus faj mangan tartalmu SOD génjének osszehasonlitasa

AFUB 068610
ANS577
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ANS577

AFUB 068610
ANS577

AFUB 068610
AN5577

AFUB 068610
AN5577

AFUB 068610
ANWS5577
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AN5577

AFUB 068610
AN55TT

AFUB 068610
AN55T7
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AN55T7

AFUB 068610
ANS577
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E-érték (E-value): 3 x 10151
Egyezések (Identities): 196/227 (86%)

1. abra: Az A. nidulans sodB és A. fumigatus sod2 génjének nukleotid- (A) és aminosav

szekvencidjanak (B) osszehasonlitasa.
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Az A. nidulans sodB és az A. fumigatus sod2 nukleotid- és aminosav-szekvenciajanak
Osszevetésekor igen magas foki szekvenciahomologiat figyeltink meg. Az aminosav-
szekvencia Osszehasonlitasakor 86%-0s azonossagot talaltunk (1. dbra). Az NCBI BLAST
keresések alapjan tobb Aspergillus faj esetében is igen nagy hasonldsag volt kimutathato a
mangan-fiiggé SOD  fehérjék aminosav-szekvencigjaban, ami jelentds mértéka
konzervaltsagra utal e géncsalddon beliil.

Tovabba a SodB ¢és Sod2 fehérjék prediktalt 3D-s szerkezeti modelljei is nagyfoku
hasonlésagot mutattak. Ez a szerkezeti egyezés kiilondsen jol megfigyelhetd volt a két modell
egymasra illesztésekor (2. dbra).

A funkciondlis domének keresésekor mindkét fehérje szerkezetében két domént
azonositottunk (3. abra). Az adatbazisok (Pfam) alapjan ezek a domének a vas-fiiggd
szuperoxid-dizmutdzokra jellemzd, konzervalt strukturdk, nevezetesen: az N-terminalis
Sod Fe N alfa-hajtii és a C-termindlis Sod Fe C domén. A domének elrendezése és hossza a
két fajban nagymértékben megegyezett, ami a fehérjék nagy foku szerkezeti és evolucios

konzervaltsagara utal.

2. abra: Az A. nidulans sodB (A) és A. fumigatus sod2 (B) 3D-s modellje és azok
egymasra illesztett képe (C). Az A és B panel szinmagyarazata: -Sotétkék: nagyon magas
megbizhatosag (pLDDT > 90), -Vilagoskék: megbizhato (90 > pLDDT > 70), -Sarga: alacsony
megbizhatosag (70 > pLDDT > 50), -Piros: nagyon alacsony megbizhatosag (pLDDT < 50), amely

utalhat rendezetlen régiokra.
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Pfam
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szuperoxid dizmutazok, szuperoxid dizmutazok,
alfa-hajtii domén C-terminalis domén
'Y «

ANSST7

3. abra: A fehérjeszekvencia alapjan azonositott funkcionalis domének az AFUB_068610

(A. fumigatus sod2) és az ANS577 (A. nidulans sodB) enzimekben.

6.2. Az A. nidulans-szal végzett kisérletek eredményei

A kisérleteinkben a vad tipusi és a mutans torzs is €rzékenyebben reagalt az MSB-

kezelésre szilard taptalajon, mint a tdpoldatban végzett tenyészetben (4. és 5. dbrak). A AsodB

mutans esetében még latvanyosabb ez a megfigyelés, mivel feliileti kultaraban igen

érzékenynek bizonyult, de razatott kisérletben ugyanazon koncentracion koriilbeliil hasonld

volt a novekedésének gatlasi mértéke, mint a vad tipusnak (4. abra).
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Kezeletlen

THS30.3

+25 uM MSB
THS30.3 AsodB

4. abra: Az MSB-stressztolerancia vizsgalata. Az A. nidulans vad tipust (THS30.3) és A4sodB
gén delécidos mutans torzse MSB-vel kiegészitett agar lemezen. A reprezentativ felvételek az 5. napon

késziiltek. A Petri-csésze atmérdje 85 mm.
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THS30.3 THS30.3 AsodB AsodB
MSB kezelt MSB kezelt

5. abra: A szaraz sejttomeg (DCM) valtozasa az MSB-kezelés utan folyékony tapkozegben.
Az A. nidulans kulturakat (THS30.3 — vad tipusu és 4sodB mutans) 0,16 mM MSB-vel kezeltiik. Az
eredmények az atlag = SD értékeket mutatjak, harom parhuzamos ismétlés alapjan szamitva. a —
Szignifikans kiilonbség a kezelt és a megfeleld kezeletlen kultarak kozott (kétiranya ANOVA, majd
Tukey post hoc teszt; p <0,05).
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6.2.1. Intracellularis szuperoxid képzodés és SOD aktivitasok A. nidulans-ban

Az oxidativ stressz miatt mindkét A. nidulans torzsben jelentés mértékben megnétt a
szuperoxid képzddést jelzd Et-termelddés (6A. abra). A AsodB delécids mutdnsban az
oxidativ stressz hatasara az Et-termelés értékei szignifikdnsan nagyobbak voltak, mint a
referencia torzsben. A kisérlet eredményébdl lathatd, hogy a sodB génnek oxidativ stressz
esetén van jelentds szerepe a megnovekedett szuperoxid szint csdkkentésében, mivel normal
tenyésztési koriilmények kozott a vad tipusu torzshdz hasonld Et szintet figyeltiink meg.

Tovabba azt is megfigyeltikk, hogy a specifikus SOD-aktivitds mérésébol
szignifikansan kisebb értékeket kaptunk a mutans torzs kezeletlen tenyészeteiben, viszont az
MSB-kezelés hatasdra nem volt szignifikans kiilonbség a referencia torzshoz képest (6B.

abra).
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6. abra: A THS30.3 és a AsodB torzsek mintainak Et termelése (A) és specifikus SOD
aktivitasa (B). 0,16 mM MSB-vel kezeltiik a folyékony tapkozegben 1évO tenyészeteket. Az abran
harom parhuzamos ismétlés alapjan szamitott atlag + SD értékek lathatok. Jelolések: a — Szignifikans
kiilonbség az MSB-kezelt ¢s a kezeletlen kulturak kozott (Student-féle t-proba; p <0,05). b —

Szignifikans kiillonbség a mutans és a referencia torzs kozott (Student-féle ¢-proba, p <0,05).

6.2.2. Az A. nidulans transzkriptom szekvenalasi adatainak kiértékelése

Kisérleteinkben kiilonds figyelmet forditottunk a sodB gén delécioja és az MSB altal
generalt oxidativ stressz genom szintll transzkripcids valtozasok feltérképezésére. Az MSB

jelenléte mindkét torzs transzkriptoméban jelentds valtozasokat okozott €s ez a valtozas

crer
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Az adataink jol elkiiloniilnek egymastol a genotipus és az MSB-kezelés szerint is,
amelyet a fékomponens-analizis (PCA) eredményei megerdsitettek. A vad tipusu és a mutans
torzs kezeletlen adatai a PC2 tengely mentén valnak el egymastol, lathatova téve a
genotipusbdl szarmazd kiilonbségeket. Az MSB-kezelés hatdsara pedig mindkét torzsnél
elmozdultak az adatok foként a PC1 tengely mentén. A PCA-bdl szarmazod eredmények
alapjan az ugyanazon minta ismétléseinek adatai kozel helyezkednek el ebben a
tobbdimenzids térben, ami jO reprodukdlhatéosagra utal. Tovabbd, az RNS-szekvenalasbol
szarmazé adatok pozitiv korrelaciot mutattak a validalasra kivalasztott gének RT-qPCR-bdl
kapott eredményekkel (8. dbra és S1 tdblazat). Az altalunk hasznalt referencia gén az AN9168
nem szokvanyos haztartdsi gén, de kifejezddése stabil volt a kezeléstdl fliggetleniil (S1
tablazat). A PCA eredményei és az RT-qPCR adatai megerdsitik, hogy a szekvenalasbol

szarmaz6 adatok megbizhatéak. A kapott eredmények a valds transzkripcios valtozasokat

mutatjak.
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7. abra: Az RNAseq adatok fokomponens-analizise (PCA). Az elemzést a DESeq2 szoftver
altal generalt rlog-transzformalt génexpresszios adatok felhasznalasdval végeztik el. Ez

tulajdonképpen az dsszes vizsgalt gén normalizalt expresszios értékeit adja meg.

A referencia torzs esetében az MSB altal okozott transzkripcids valtozasokat

lehetdségiink volt 6sszehasonlitani egy, a Tanszékiink korabbi DNS-chip (nagy stirtiségii 60-
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mer oligonukleotid) alapti adatallomanyaval (GSE63019; Gene Expression Omnibus; GEO;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Antal és mtsai., 2020; Emri és mtsai., 2015; Orosz ¢és
mtsai., 2017). Ezen adatbazisban talalhato adatokat dsszevetettiik az 0j, RNS-szekvenalasbol
szarmaz6, mostani adatainkkal. A két adatsor erdsen pozitiv Pearson-féle korrelaciot mutatott
(korrelacios egyiitthato = 0,73; S2. tablazat), igy megallapithatd, hogy a kiilonb6zo
modszerekkel kapott eredményeink (DNS-chip, RT-qPCR, RNS-seq) megbizhatdan irjak le

az MSB-kezelés hatdsdnak a kdvetkezményeit.
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8. abra: Az RNS-seq-bél szarmazé log:FC és RT-qPCR AACP értékei. A validalashoz 14
gént valasztottunk ki, melyek kozt feliilszabalyozott és alulszabalyozott gének is voltak. Jeldlések:
THS30.3 MSB kezelt vs. THS30.3 Pearson korrelacios egyiitthato: 0,97; AsodB MSB kezelt vs. AsodB
Pearson korrelacios egyiitthato: 0,89; AsodB vs. THS30.3 Pearson korrelacios egyiitthato: 0,96;

Pearson korrelacios egylitthato: 0,90.

6.2.3. Az MSB-kezelés hatasa a transzkriptomra A. nidulans-ban

Az MSB stresszre reagald gének szama nagysagrendileg megegyezett a vad tipust és a
mutans torzsben, ami Osszhangban van azzal, hogy a sodB gén delécigja nem okozott

Iényeges kiilonbséget az oxidativ stressz elleni védekezésben, ami érthetd, hiszen a vad tipusu
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€s mutans tOrzs oxidativ stressz érzékenysége hasonld volt a razatott kulttrédban (5. és 9.
abrak). A két torzs MSB-re reagdld génkészleteiben nagy volt az atfedés. A mutansban
feliilszabalyozott génjei kozil 1955 (74%), az aluszabalyozott génekbdl pedig 1848 (67%)
mutatott atfedést a vad tipus adataival is (9A abra). Azaz a két torzs hasonlé modon reagalt a
stresszre, €s a sodB gén hianya nem befolyasolja dramaian a gomba stresszvalaszat ezen

koriilmények kozott.

A B
THS30.3 MSB kezelt vs. THS30.3 AsodB vs. THS30.3
(2235/2220) (279/529)
AsodB MSB kezelt vs. AsodB AsodB MSB kezelt vs. THS30.3 MSB kezelt
(2655/2758) (691/1050)

9. abra: Venn-diagram a feliil- és alulszabalyozott génekrdl. A feliil- és alulszabalyozott

géneket olyan DEG-ként definiltuk, ahol logoFC > 1 és logoFC < -1. A panel: Az MSB-kezelés hatdsa

crer

a kezeletlen és MSB-vel (0,16 mM) kezelt kultarakban.

A génkészlet-dusulasi elemzések szintén aldtdmasztjdk a két stresszvalasz
hasonldsagat (7. abra, S3. tablazat). Példaul a vegetativ novekedéssel kapcsolatos folyamatok,
mint a mitotikus sejtciklus (“Mitotic cell cycle”), a DNS replikacido (“DNA replication”),
transzlacié (“Translation”), riboszéma biogenezis (“Ribosome biogenesis”), sejtfal biogenezis
(“Cell wall biogenesis”), az endoplazmatikus retikulum, tovabba a Golgi apparatus ¢és a
mitokondrium funkcioi, valamint a gliikoz felhasznaldssal kapcsolatos folyamatok mind
alulszabalyozodtak. Ezzel szemben az autofagia (“Autophagy”), az ubikvitin-fiiggd fehérje
katabolikus folyamatok (‘“ubiquitin-dependent protein catabolic process”), €és a sejtszintll
valasz az oxidativ stresszre (“Cellular response to oxidative stress”) feliilszabalyozodtak (10.
abra, S3. tablazat). Mindez azt jelenti, hogy ezen folyamatok génjeinek fokozott
kifejezddésével a sejtek az oxidativ kdrosodasok javitdsat és a sériilt fehérjék lebontasat

fokozhattak, igy biztositva a sejten beliili homeosztazis fenntartésat.
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10. abra: Az MSB-kezelés referencia torzsre (A) és AsodB mutansra (B) gyakorolt
hatiasdanak génkészlet-dusulasi elemzése (gene set enrichment analysis). A 10B. abra ¢és leiras a

kovetkezo oldalon.
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10. abra: Az MSB-kezelés referencia torzsre (A) és AsodB mutiansra (B) gyakorolt
hatasanak génkészlet-dusulasi elemzése. A diagramon a kivalasztott, szignifikdnsan dusult (p
korrigalt <0,05) GO-term-ek lathatok. A GO-termek teljes listaja a S2. tablazatban talalhato. A
zardjelben szerepld betiik a vizsgalt génkészletet jeldlik: ,,A” — valamennyi differencidlisan expresszalt
gén (DEG); ,,B” — |logz2FC| > 1 kritériumnak megfeleldé DEG-ek; ,,C” — |log2FC| > 2 kritériumnak
megfelelé6 DEG-ek.

Ezeken feliil, az Fe-S klaszter 6sszeszerelés gének (“Fe—S cluster assembly genes”), az
antioxidans enzimek génjei (pl. a catd és catB kataldz, tovabba a glrA glutation reduktaz
gének) €s mas oxidativ stresszgének szintén feliilszabalyozodtak az MSB-kezelés hataséara
mindkét A. nidulans torzsben (S1. és S4. tablazatok).

A referencia torzs esetében a sod4d (AN0241) és a sodB (AN5577) gének
feliilszabalyozodtak az MSB jelenlétében (S4 tablazat).
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A mitotikus sejtciklus (“Mitotic cell cycle”), a riboszoma biogenezis (“Ribosome
biogenesis”), a transzlacio (“Translation”), a citrat ciklus (“Citrate cycle”), az
endoplazmatikus retikulum (“Endoplasmic reticulum”) a Golgi apparatus (“Golgi apparatus”)
gének alulszabalyozasa, valamint a vas-kén klaszter 0sszeszereléséért felelos gének (“Iron—
sulfur cluster assembly™) €és az oxidativ stressz elleni védelem génjei feliilszabalyozéasa
kordbban a referencia torzsnél is megfigyelheté volt a kordbbi, DNS-chip alapti munkéanal

(Orosz és mtsai., 2017).

6.2.4. A sodB delécio hatasa a transzkriptomra A. nidulans-ban

Bar a két stresszvalasz az A. nidulans két torzsében alapvetden hasonlo volt, de a két
torzs transzkriptomanak direkt Osszehasonlitasa feltdrt néhany kiilonbséget. A kezeletlen
kultirdk esetében (THS30.3 vs. 4sodB) a kiilonbség 808 gén (279 feliilszabalyozott és 529
alulszabalyozott) volt, mig az MSB-kezelés hatasara ez a kiilonbség joval nagyobbra, 1741
génre nott (692 feliil- és 1050 alulszabalyozott gén) (9. abra).

A génkészlet-dusulési elemzés eredményei alapjan a mutans és a referencia torzs
kozott tobb kiilonbozo bioldgiai folyamat mutatott eltérést a vizsgalt tenyésztési koriilmények
esetén. A mitotikus sejtciklus (“Mitotic cell cycle process”) és a DNS-replikacio génjei
(“DNA replication”), az ER- és Golgi-fiiggd folyamatok, a fehérjelebontds, valamint a
mitokondrium szervezddés (“Mitochondrion organization™) és még tovabbi mitokondrialis
funkciok mind feliilszabalyozddtak a mutansban a referencia térzshéz viszonyitva, mind a
kezeletlen, mind a kezelt kultardkban (11. dbra, S3. tablazat).

Ezzel szemben a mitotikus sejtciklus (“Negative regulation of mitotic cell cycle”) és a
DNS replikacio (“Negative regulation of DNA replication”) negativ szabalyozoi, valamint a
peroxiszoéma (“Peroxisome”) €s a stresszvalasz (“Stress response”) géncsoportok csak a kezelt
mintdkban dusultak fel a feliilszabalyozott génkészletben. Az MSB expozici6 alatt a
riboszoma biogenezis (“Ribosome biogenesis”) génjei szintén az alulszabalyozott
génkészletben jelentek meg, amikor a 4sodB mutans adatait vetettiik 6ssze a THS30.3-mal

(11. abra, S3. és S4. tablazat).
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11. abra: A sodB gén delécidjanak kovetkezményeire vonatkozé génkészlet-dusulasi
elemzés kezeletlen (A) és MSB-vel kezelt (B) tenyészetekben. A 11B. abra és leiras a kovetkezo

oldalon.
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11. abra: A sodB gén delécidjanak kovetkezményeire vonatkozd génkészlet-dusulasi
elemzés kezeletlen (A) és MSB-vel kezelt (B) tenyészetekben. A diagramon a kivalasztott,
szignifikansan feldasult (p korrigalt <0,05) GO-term-ek lathatok. A GO-termek teljes listaja a S2.
tablazatban talalhatd. A zardjelben szerepld betiik a vizsgalt génkészletet jelolik: ,,A” — valamennyi
differencialisan expresszalt gén (DEG); ,,B” — [logzFC| > 1 kritériumnak megfelelé DEG-ek; ,,C” —
[log2FC| > 2 kritériumnak megfelelé6 DEG-ek.

A tobbi sod gént megvizsgalva megfigyeltiik, hogy a sodB gén hianya a mutansban
nem eredményezte egyetlen vizsgalt ismert vagy feltételezett antioxidativ enzim génjének
(mint példaul a sodA4, sodM és AN1131 SOD gént) feliilszabalyozasat sem (S1. és S4.
tablazat). Azaz nem talaltunk ra bizonyitékot, hogy a sodB gén hidnyéat a sejtek més sod gének

feliilszabalyozéasaval kompenzalnd. Viszont az oxidativ stresszel szembeni védelem egyéb
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génjeinek expresszidjaban tortént valtozas MSB jelenlétében. A catB katalaz génjének és az
AN5440, egy feltételezett citokrom c peroxiddzt kodold génnek jelentdsen megndtt az
expresszidja a mutansban. Ezen gének transzkripcidja kozel a kétszerese volt a mutansban a
vad tipushoz képest (S1. és S4. tablazat). Erdemes megjegyezni, hogy az oxidativ stressz
jelenlétében a sodA kifejezddése is magasabb volt.

Egyik megfigyelésiink az aerob 1égzés (“Aerobic respiration”) GO-termhez kotheto.
Kidertilt, hogy ezek a gének az alulszabdlyozott génkészletben jelennek meg a génkészlet-
dasulasi elemzésben mind a referencia, mind a mutdns torzsben az MSB jelenlétében.
THS30.3 referenciatorzs) megfigyeltiik, hogy ezek a gének feliilszabalyozodtak, mind MSB
jelenlétében, mind annak hidnyaban a mutansban (S3. tablazat).

Ezzel szemben szdmos NADH dehidrogendz vagy citokrém c oxiddz alegységet
kodolo, illetve feltételezetten kodold gén feliilszabdlyozodott az oxidativ stresszre, ¢és
tobbségiik génexpresszidja is nagyobb volt a sodB géndeléciés mutansban a referencia
torzshoz képest, fliggetleniil az MSB jelenlététol (S4. tablazat).

Tovabbi megfigyelésink az aodA/aoxA gén (AN2099, alternativ oxiddz)
transzkripcidjahoz kothetd. Ez a gén mindkét torzsben MSB hatasara feliilszabalyozodott, ami
azt jelenti, hogy az alternativ oxidaz termelés megndvekedett az oxidativ stressz hatdsa alatt.
Erdekes moédon nem volt szignifikans kiilonbség az aodA/aoxA gén kifejezédése kozott a két
torzsben, fliggetleniil az MSB jelenlététdl (S4. tablazat).

Kitértiink a konidium fejléddés (“Conidium development”) génkészlet vizsgalatara is,
melynek tagja a stud (AN5836), egy transzrkipcids faktort kodolo gén, amely kulcsfontossagu
szerepet jatszik a konidiumok, vagyis a gombaspoérdk morfogenezisében és fejlddésében. Az
adataink szerint mindkét vizsgalt torzsben az alulszabalyozott génkészletben dusultak fel ezek
a gének, amikor az MSB-vel kezelt és kezeletlen kultirakat hasonlitottuk 6ssze (7. abra, S3.
tablazat).

Munkéankban a szterigmatocisztin termelésért felelds géncsoport vizsgélatara is
kitértiink. A stcK gén (AN7814), amely egy poliketid szintazt kodol, a szterigmatocisztin
termelésében nélkiilozhetetlen. Az adataink alapjan ez a gén a 4sodB mutansban mind MSB
jelenlétében, mind annak hidnydban alulszabalyozas alatt &llt a referencia torzshoz
viszonyitva (S4. tablazat). Tovabb4a, amikor a teljes szterigmatocisztin klaszter szempontjabol
vizsgaltuk meg az eredményeinket azt talaltuk, hogy a mutans €és a vad tipusu torzs adatait

Osszevetve az alulszabalyozott génhalmazban jelentek meg ezek a gének MSB jelenlétében.
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6.3. Az A. fumigatus-szal végzett kisérletek eredményei

6.3.1. Az A. fumigatus érzékenysége a vaslimitaciora

A sod?2 gén delécioja az A. fumigatusban, ahogy elézbleg azt Lambou és mtsai (2010)
megallapitottak, altalunk is megfigyelt MSB-re érzékeny mutans torzset eredményezett (12.
abra). Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy vashidny hatdsara a referencia torzs radialis
novekedése fokozodott. Hasonld megfigyelést irtak le korabban Emri és mtsai (2018), amikor
szénhidnyos koriilmények kozott a gomba a tdpanyaghidnyos kornyezetbdl vald eltavolodasra
forditott energiat, és az azt eldsegitd folyamatokat, mechanizmusokat aktivalta. Az altalunk
vizsgalt Asod2 mutans pedig meglehetdsen érzékenyen reagélt a deferipron (DFP) vaskotd
anyag altal eldidézett vaslimitalt kdrnyezetre, amit a 12A. &bra illusztral. A mutans mar
onmagaban érzékenyen reagalt a vas hidnyara és ezt kombindlva az oxidativ stresszel nagy
mértékll novekedésgatlast tapasztaltunk mindkét torzsben, de a mutansban ez a gatlas joval
nagyobb mértékii volt. Ebbdl a kisérletb6l megallapithatd, hogy az A. fumigatus MSB
érzékenysége nagymértékben fligg a vas elérhetéségétol. Vas hianyaban felerdsodik az MSB

okozta oxidativ stressz hatdsa és a ndvekedésgatlas még hatékonyabb ebben a kdrnyezetben.

A 0.8mM DFP 0.8 mM DFP 0.8 mM DFP
Kezeletlen 1 uyMMSB  15uMMSB 0 uM MSB 1uMMSB 15 M MSB

0.8 mM DFP 0.8 mM DFP 0,8 mM DFP
Kezeletlen 05puyMMSB 1uMMSB OpMMSB 05puMMSB 1 uMMSB

12. abra: Az MSB-stressztolerancia vizsgilata az A. fumigatus akuB™® (rt., kék) és
Asod2 gén delécios mutans (A; zold) torzsének agarlemezeken, DFP jelenlétében és hidnyaban. A

12B. abra és leiras a kovetkez6 oldalon.
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12. abra: Az MSB-stressztolerancia vizsgalata az A. fumigatus akuB™* (rt., kék) és
Asod2 gén deléciés mutans (A; z6ld) torzsének agarlemezeken, DFP jelenlétében és hidnyaban. A
panel: Az A. fumigatus kulturdk agarlemezeken. A reprezentativ képek az 5. napon késziiltek. A Petri-
csésze atmérdje 85 mm. B panel: A telepek atmérdje (atlag £ SD, harom parhuzamos ismétlés alapjan
szamitva) az 5 napos inkubaciod utan. Jeldlések: * — Szignifikans kiilonbség (Student-féle ¢-proba; p
<0,05) az MSB-vel kezelt és kezeletlen kultardk kozott. ® — Szignifikans kiilonbség (Student-féle ¢-
proba; p <0,05) a DFP-vel kezelt és kezeletlen kultardk kozott. ©— Szignifikans kiilonbség (Student-

féle ¢-proba; p <0,05) a két torzs kozott azonos tenyésztési koriilmények mellett.

6.3.2. Az A. fumigatus makrofagokkal szembeni érzékenysége

Olyan kisérletet is végeztiink, ahol azt vizsgaltuk, vajon sériilékenyebb-e az Asod?
torzs a delécio kovetkeztében makrofagokkal szemben. Megallapitottuk, hogy a sod2 gén
delécidja novelte a konidiumok érzékenységét az emberi M-CSF- ¢s GM-CSF-differencialt
makrofidgokkal szemben (13. dbra). Eredményeink szerint a sod2 gén altal kodolt MnSOD
enzim szerepet jatszhat a makrofagok altal kivaltott oxidativ stressz elleni védelemben, igy

hozzajarulhat a korokoz6 tuléléséhez a gazdaszervezet immunvalaszaval szemben.
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13. abra. Az A. fumigatus sporak (akuB"™* és Asod2) érzékenysége az emberi
makrofagokkal (M-CSF- vagy GM-CSF-indukalt) szemben. Az adatok atlaga £ SD (n = 8)
formaban vannak megadva. a — szignifikans kiilonbség a 4sod2 mutans ¢€s a referencia torzsek kozott

ugyanazon makrofagtipus esetében (Student-féle ¢-proba; p <0,05).

6.3.3. Az A. fumigatus érzékenysége MSB-re

Ahogy azt az A. nidulans esetében is megallapitottuk, az A. fumigatus is sokkal
érzékenyebbnek bizonyult az MSB altal eldidézett stresszre szilard taptalajon. Ennél a
tenyésztésnél a konidiumok a taptalajba kevert stresszor mellett csiraznak, melynek
kovetkeztében a gomba novekedése jelentdsen csokkent (12. dbra). Ezzel ellentétben, ha mar
kicsirdzott micéliumokhoz adtuk az MSB-t a tenyészetek ellendllobbak voltak és a novekedés
gatldas sem volt olyan mértékli (14. és 15. abrak), akar folyékony tapkozegben hajtottunk

végre tenyésztést vagy akar szilard taptalajon.
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14. abra: A DCM viltozasa MSB-kezelést kovetéen az akuB**’ és Asod2 folyékony
tapkozegben novekvo kultaraiban. A tenyészetekhez 6 mM MSB-t adtunk. Az eredmények az atlag
+ SD értékeket mutatjak, harom parhuzamos ismétlés alapjan szamitva. Jelolések: a — szignifikans
kiilonbség a kezelt és a megfeleld kezeletlen kultarak kozott (Student-féle z-proba; p <0,05); b —
szignifikans kiillonbség a mutans és a referencia torzs kdzott azonos tenyésztési koriilmények mellett

(Student-féle t-proba; p <0,05).

Kezelés 12 mM MSB akuB 80 Asod?2

Szélesztés utan
24 oraval

Szélesztés utan
kozvetleniil

15. abra: Az MSB-kezelés hatasa az A. fumigatus novekedésére sporazas eldtt és utan
szilard taptalajon. A reprezentativ felvételek az 5. napon késziiltek. A Petri-csészék atmérdje 85 mm.
A konidiumokat egyenletesen oszlattuk el a taptalaj felszinén. Az alsé két csészére kozvetlenill a
szélesztést kdvetden, a felsd kettére 24 ora elteltével 50 pl 12 mM MSB oldatot pipettaztunk az

agarban kialakitott mélyedésekbe (agar diffuzids vizsgalat).
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6.3.4. Intracellularis szuperoxid képzodés és SOD aktivitasok A. fumigatus-ban

Kisérleteinkben megmértiik a referencia és mutans torzsek tapoldatban novekedett
tenyészeteiben képzodott szuperoxid szinteket és a specifikus SOD enzimaktivitasokat (16.
abra). Eredményeink szerint mindkét tenyészetben megnovekedett a szuperoxid szint és a
SOD-aktivitds az oxidativ stressz hatdsara. Viszont az Asod2? mutans specifikus SOD-
aktivitasa, fiiggetleniil az MSB jelenlététol, kisebb volt a referencia torzsben mértekhez képest
(16B. abra). Ennek értelmében a sod2 gén hianya csokkentette a gomba védelmét az oxidativ
stresszel szemben, tovabba a Asod?2 torzsben a szuperoxid képzddés mértéke az MSB-kezelés

utan meghaladta a referencia torzsét (16A. abra).

A B
35 0.50

045 T
040
035 + 4 b
030 b 1

025

020
0,15

Et (pmol/g DCM)

0,10
0,05

SOD aktivitas (U/ug fehérje)

0 0,00
akuB®80 qkuB®S® Asod?  Asod? akuB*S? akuB¥S? Asod2 Asod2
MSB kezelt MSB kezelt MSB kezelt MSB kezelt

16. abra: A szuperoxid képzodés (A) és a specifikus SOD aktivitas (B) valtozasai MSB-
vel kezelt A. fumigatus kultirakban. Az eredmények az atlag + SD értékeket mutatjak, harom
parhuzamos ismétlés alapjan szamitva. Jelolések: a — szignifikans kiilonbség a kezelt és a megfeleld
kezeletlen kultarak kozott (Student-féle ¢-proba; p <0,05). b — szignifikans kiilonbség a mutans és a
referencia torzs kozott azonos tenyésztési koriilmények mellett (Student-féle s-proba; p <0,05).
Megjegyzés: Az MSB-vel kezelt 4sod2 torzs kultarainak specifikus SOD aktivitdsa nem kiilonbozott

szignifikansan a kezeletlen akuB"™*’ torzsének értékeitdl (Student-féle t-proba; p <0,05).

6.3.5. Az A. fumigatus transzKkriptom szekvenalasi adatainak kiértékelése

A transzkriptomikai elemzések elsé 1épéseként fokomponens-analizist végeztiink el,
ahol latvanyosan elkiiloniiltek a négyféle kisérletbdl szarmazé mintdk. A 17. dbran lathato,
hogy a delécido kovetkeztében is torténtek valtozadsok a muténs transzkriptomaban, mert
mindkét tengely mentén elvalik a referencia torzs adataitél. Az MSB-kezelés pedig a

referencia torzs adatait nagyrészt a PC2 tengelyen modositotta, mig a Asod?2 esetében mindkét
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tengely mentén nagy eltolodds volt tapasztalhaté a kezelést kovetéen. Mar ezen
eredményekbdl kovetkeztetni lehet arra, hogy az oxidativ stressz hatdsara nagyobb valtozas
ment végbe a mutdns transzkriptomaban, mint a referencia torzsben. Az analizis alapjan a
kisérletenként harom ismétlés is jo Osszhangban volt, azaz a vizsgalt gének kifejezodésének
valtozasai kovetkezetesek voltak a kiilonb6zé mintdk kozott (17. abra). Tovabba az RNS-
szekvenalasi adatok ¢és a kivalaszatott gének RT-qPCR eredményei kozott erds korrelacid volt
megfigyelhetd (Pearson korrelacios egyiitthatd > 0,96, a vizsgalt gének szama 14 volt az RT-
gPCR validalasban) (18. 4bra, S5. tdblazat). A referencia gén, melyet az RT-qPCR
mérésekhez hasznéltunk nem szokvanyos héaztartdsi gén, de az expresszids értékei stabilak

voltak a stresszkezeléstdl fliggetlentil (S5. tablazat).
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17. abra: Az RNS-seq adatok fékomponens-analizise (PCA). Az elemzést a DESeq2
szoftver altal generalt rlog-transzformalt génexpressziés adatok felhasznalasaval végeztik el. Az

Osszes vizsgalt gén normalizalt expresszios értékei lathatok mintanként.
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18. abra: Az RNS-seq-bdl szarmazo log;FC és RT-qPCR AACP értékei. A validalashoz 14
gént valasztottunk ki, melyek a feliilszabalyozott génekt6l az alulszabalyozott génekig, minden
géncsoportbol szarmaztak. Jeldlések: akuB™* MSB kezelt vs. akuB™* Pearson korrelacios egyiitthato:
0,97; Pearson korrelacids egyiitthato: 0,97; Pearson
korrelacios egyiitthato: 0,99; Pearson korrelacios

egylitthato: 0,98.

6.3.6. Az MSB hatasa a transzkriptomra A. fumigatus-ban

Az MSB-kezelés kovetkeztében mind a referencia, mind a sod2 gén delécids torzsek
transzkriptomja jelentds valtozasokon ment keresztiil (17. és 19A. &bra). A Asod2 mutansban
az oxidativ stresszre reagdlo gének szama jelentdsen nagyobb volt, mint a referencia torzsben
(19A. ébra), tovabba mind szilard taptalajon (12. 4bra, (Lambou és mtsai., 2010)), mind
folyékony tapkozegben torténd tenyésztési koriilmények kozott is nagyobb érzékenységet
tapasztaltunk ennél a torzsnél (14. abra). A referencia torzs stresszre reagald génjeinek tobb
mint fele a mutansban is valaszolt az MSB jelenlétére (19A. abra), jelezvén, hogy a torzsek
stresszvalaszban sok hasonlésag volt. Ugyanakkor a stressz-fliggd gének szama kozti
kiilonbségbdl latszik, hogy szdmos gén csak a mutansban reagdlt a stresszre, tehat a sod?
hidnyéban lényeges valtozasok kovetkeztek be a stresszvalaszban (19A. dbra). A két torzs
kozott mar a kezelés elodtt is detektalhatd kiilonbségek voltak és ezt a kiilonbséget az MSB
jelenléte csak tovabb novelte (19B. abra). Mindez aldtadmasztja azt a feltételezést, hogy a Sod2
enzim az eredményeink szerint fontos eleme a gomba védelmi mechanizmusanak, amely segit

kivédeni az MSB okozta sejtkarosodast.
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A B

akuB*S9MSB kezelt vs. akuBs0 Asod2 vs. akuB*s0
(120/98) _ (200/226)
Asod2MSB kezelt vs. Asod?2 Asod2 MSB kezelt vs. akuB*$O°MSB kezelt
(949/575) (998/942)

19. abra: A feliil- és alulszabalyozott gének Venn-diagramjai az A. fumigatus torzsekben.

A panel: Az MSB-kezelés hatésa a referencia torzsre (akuB™*’) és a Asod2 muténsra. B panel: A sod2

crer

alulszabalyozott géneket differencialisan expresszalt génekként (DEG) definialtuk, ahol log.FC > 1,
illetve log:FC < -1.

A génkészlet-dusulasi elemzések dsszhangban voltak a Venn-diagram eredményeivel.
A két torzs stresszvalaszai kozott szdmos hasonlosagot talaltunk (17. 4bra, S6. tablazat). Az
oxidativ stresszvalasz (“Response to oxidative stress”), az antioxidans aktivitas (“Antioxidant
activity”), a mitokondridlis funkcidk, mint a mitokondrium (“Mitochondrion”) és az ATP-
szintézishez kapcsolt protontranszport (“ATP synthesis coupled proton transport”) GO- és
KEGG tutvonalak génjei mindkét torzsben a feliilszabalyozott gének csoportjaban dusultak fel.

Ezzel ellentétben alapvetd sejtfolyamatokhoz kapcsolodod génkészletek, mint az
endoplazmatikus retikulum (“Endoplasmic reticulum”), a lipid szintézis (“Lipid biosynthetic
process”), a szteroid bioszintézis (“Steroid biosynthesis”) és a hem megkotd fehérjéket kodold
gének (“Heme binding”) az alulszabalyozott génkészletben jelentek meg nagy aranyban
mindkét torzsben (20. abra, S6. tablazat). A vegetativ novekedéshez kapcsolddd gének, mint a
riboszéma biogenezis (“Ribosome biogenesis™) ¢és a sejtfal szervezddés €s biogenezis (“Cell
wall organization and biogenesis”) a referencia torzsben, mig a mitotikus sejtciklus (“Mitotic
cell cycle”) és a DNS replikacié (“DNA replication”) a Asod? mutdnsban szintén az
alulszabalyozott génkészletben dusultak fel az oxidativ stressz hatisara (20. abra, S6.

tablazat). Ez az eredmény Osszehangban all az MSB-kezelés utan észlelt csokkent
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novekedéssel (14. abra). Ezen folyamatok hattérbe szoruldsa azt jelzi, hogy a sejtek energiai
¢és erdforrasai inkabb a stresszkezelésre és a tulélésre Osszpontosultak, mint a novekedésre
vagy az alapvetO sejtanyagcserére.

A hemkotd (“Heme binding”) gének csoportjaban fellelheté 108 gén kozil 13
expressziojaban tortént alulszabalyozodas a referencia torzsben (logoFC < -0,5), mig az 4sod2
mutansban 45 gén expresszidja csokkent (S6. tablazat). Az endoplazmatikus retikulum
(“Endoplasmic reticulum”) gének koziil 150-bdl 40 gén a referencia torzsben, mig 72 gén a
mutansban volt alulszabalyozott, mig a mitokondrium (“Mitochondrion’) géneknél pedig 297
génbdl 48 gén a referencia térzsben és 139 gén expresszidja alulszabalyozodott a mutdnsban
(S6. tablazat). Ennek fényében bar az MSB-kezelés hatdsara hasonld funkciokban tortént
valtozds, a valaszok intenzitdsa nagyobb volt az Asod? mutansban. A novekedéssel
kapcsolatos alulszabélyozott gének csoportjai kozotti kiilonbségek - példaul a sejtfal és a
riboszoma biogenezis génjei a referencia torzsben, tovabba a mitotikus sejtciklus és a
replikacio a mutansban — is inkabb a valasz intenzitdsanak kiilonbségét tiikrozik, és nem a
valasz természetét. A két torzs stresszvalaszai kozotti kiilonbségek koziil a leginkabb
figyelemre mélto kiilonbség a transzlacioval kapcsolatos génekben mutatkozott. A riboszoéma
biogenezis (“Ribosome biogenesis”) gének a referencia torzsben az alulszabélyozott
génkészletben dusultak fel, mig a transzlacio (“Translation’) gének a mutans feliilszabalyozott

génkészletében voltak jelen nagy aranyban (20. abra, S6. tablazat).
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20. abra Az MSB-kezelés hatiasanak génkészlet-dusulasi elemzése az A. fumigatus

Bku80

aku (A) és Asod2 (B) torzsek transzkriptomjaban. A 20B. abra és leiras a kovetkezo oldalon.
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20. abra Az MSB-kezelés hatisanak génkészlet-dusuldsi elemzése az A. fumigatus
akuB"* (A) és Asod2 (B) torzsek transzkriptomjaban. A kivalasztott, szignifikdnsan dasult (p
korrigalt <0,05) GO- ¢és KEGG-utvonal kifejezések keriiltek bemutatasra. A feldasult kifejezések
teljes listaja a S6. tablazatban talalhatd. A zarojelben 1évé szamok a vizsgalt génkészletet jeldlik: ,,0” —
minden differencialisan expresszalt gén (DEQG), ,,0,5” — DEG-¢ek |log2FC| > 0,5 értékkel, ,,1” — DEG-
ek [log2FC| > 1 értékkel.

Részletesebben attekintve a vas anyagcserét érintd valtozasokat, elemzéseinkben a két
torzs MSB stresszre adott valasza jelentOsen eltért (S7. tdblazat). Az Asod2 torzs MSB altal
feliilszabalyozott génkészletében a vasfelvétellel kapcsolatos gének, mint a RIA ¢és a
sziderofor-kozvetitésii vasfelvételi utvonalak génjei, nagymértéki feldusulast mutattak (S7.
tablazat). Ezeket a valtozasokat a hapX gén (a vasfelvétel pozitiv szabalyozoja; (Haas, 2012)
AFUB 052420 ortologjanak feliilszabalyozéasa, valamint a sred gén (a vasfelvétel negativ
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szabalyozoja; (Haas, 2012) AFUB 058830 ortologjanak alulszabalyozddasa kisérte. Tovabba
az Fe-S klaszter 0Osszeszerelés gének (“Fe-S cluster assembly genes”) szintén
feliilszabalyozodtak az Asod2 mutansban (S7. tablazat). Az Fe-S klaszter fehérje gének (“Fe-S
cluster protein genes”), bar nem dusultak fel sem a feliil-, sem az alulszabalyozott
génkészletekben, jelent0s transzkripcios valtozasokon mentek keresztiill az MSB-kezelés
hatdsara a mutansban (S7. tdblazat). A referencia torzsben nem volt megfigyelheté hasonld
mértékil valtozas ezekben a génekben (S7. tablazat).

Erdekes modon a hem bioszintézis gének (“Heme biosynthesis genes”) az MSB-
kezelés hatasidra a referencia tOrzs feliilszabalyozott génkészletében jelentek meg (S7.
tablazat), mig a hemkotd fehérje gének (“Heme binding protein genes”) mindkét torzsben az
feliilszabalyozott génkészletben voltak kimutathatéak. Ugyanakkor az alulszabalyozott
készletben a hemkotd fehérje gének (“Heme binding protein genes”) szama a Asod?2 torzsben
lényegesen nagyobb volt, mint a referencia torzsben (S7. tablazat).

Mind a mitokondridlis, mind a citoszélikus riboszéma fehérje gének (“Ribosome
protein genes”) az Adsod2 mutdnsban még kezeletlen koriilmények kozott is jelentds
feliilszabalyozodason mentek keresztiil, amit az MSB-kezelés tovabb fokozott (S7. tablazat).
Ezekbdl a valtozasokbodl arra lehet kovetkeztetni, hogy az oxidativ stressz altal karositott
fehérjék (pl. Fe-S klaszter fehérjék) gjraszintetizaldsa kulcsfontossagu a sod2 gén hidnyaban a
mutans szdmara az MSB stresszhez val6 alkalmazkodasban.

Az antioxidans enzimek génjeinek (“Antioxidant enzyme genes”) vizsgalata kdzben
azt az eredményt kaptuk, hogy az MSB-kezelés hatdsara a feliilszabalyozott génkészletben
duasultak fel mindkét torzs esetében (S7. tablazat), viszont a 4sod2 mutansban jelentdsen tobb
gén mutatott szignifikans feliilszabalyozddast (22 vs. 12), mint a referencia térzsben (S7.

tablazat).

6.3.7. A sod2 delécio hatasa a transzkriptomra A. fumigatus-ban

Amikor a két torzs transzkriptomikai adatait hasonlitottuk Ossze kozvetleniil, a
mitokondrium (“Mitochondrion”), a riboszéma biogenezis (“Ribosome biogenesis”) és a
transzlacié (“Translation”) folyamataiért felelds gének feldisuldsa a feliilszabalyozott
génkészletben volt megfigyelheté mind kezeletlen koriilmények kozott, mind az MSB-vel
kezelt kultarakban is (S6. tablazat). Megtigyeléseink koz¢ tartozik, hogy a hemkotd (“Heme
binding”) fehérjéket kodold gének a feliilszabalyozott génkészletben dusultak fel, amikor a
kezeletlen kultirakbol szarmazé adatokat vetettiik dssze (dsod2 vs. akub®®?). Ugyanakkor

ezek a gének, valamint a [4Fe-4S] klaszter kotés (“4 iron, 4 sulfur cluster binding”) gének, az
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alulszabalyozott génkészletben jelentek meg az MSB-vel kezelt kulturak transzkriptomanak

dsszehasonlitasakor (4sod2 MSB kezelt vs. akub™3’ MSB kezelt) (21. 4bra, S6. tiblazat).
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21. abra: A sod2 gén deléciéjanak transzkriptomra gyakorolt hatasat vizsgalé
génkészlet-dasulasi elemzések kezeletlen (A) és MSB kezelt (B) Kkultarakban.
A kivalasztott, szignifikdnsan dasult (p korrigalt <0,05) GO- és KEGG-utvonal kifejezések keriiltek
bemutatasra. A feldusult kifejezések teljes listaja az S6. tablazatban talalhatd. A zardjelben szerepld
szamok a vizsgalt génkészletet jeldlik: ,,0” — minden differencialisan expresszalt gén (DEG), ,,0,5” —

[log2FC| > 0,5 kritériumnak megfelelé6 DEG-ek, ,,1”” — |log2FC| > 1 kritériumnak megfelel6 DEG-ek.
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6.3.8. Tovabbi sod gének expressziéjanak vizsgalata

A sod? gén transzkripcidja az MSB-kezelés hatdsdra a referencia torzsben
megnovekedett, ami azt jelenti, hogy fontos szerepe van a mitokondriumok védelmében
oxidativ stresszel szemben (22. abra, S7. tablazat). Ezzel szemben megfigyeltiik, hogy a sod2
deléciot a mutansban egyetlen mas sod gén sem kompenzalta szignifikansan, kivéve az
AFUB-073150 gént, amely mérsékelt transzkripcidés novekedést mutatott a vizsgalatainkban
(22. abra, S7. tablazat). Az A. fumigatus AF293 torzs esetében ez a gén (sod4) egy
esszencidlis SOD-t kodol (Lambou et al., 2010). Erdemes megemliteni, hogy a
AFUB 056780 (sodl) gén transzkripcidja mindkét torzsben nagy volt és jelentdsen
novekedett MSB kezelés hatasara (22. adbra). E génnek fontos szerepe lehetett az oxidativ
stresszhez vald alkalmazkodasban sod? gén hidnydban is, de tekintettel arra, hogy egy
citoszolikus Cu,Zn SOD-t kodol (Lambou et al., 2010) kérdéses, hogy kozvetleniil részt

tudott-e venni a mitokondriumok védelmében.
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22. abra: Az ismert és feltételezett sod gének transzKkripcios (RPKM) értékei az A. fumigatus
akuB"™*" és Asod2 mutans torzsekben. AFUB 056780, AFUB 068610 (sod2), AFUB_014080 és
AFUB 073150 az A. fumigatus Af293 sodl, sod2, sod3 és sod4 génjének feleltethetok meg. Az
AFUB 011080 egy feltételezett citoplazmatikus Cu/Zn szuperoxid dizmutdz gén. Az AFUB_073150

gén expresszios szintje enyhén megemelkedett MSB hatasara.

59



7. EREDMENYEK MEGBESZELESE

A gombdk MnSOD enzimei kiemelt jelentdségii fehérjék az oxidativ stresszel szembeni
védelemben, kiilondsen a mitokondriumok integritasanak ¢és funkcidjanak megdrzésében,
mind endogén, mind exogén szuperoxid-anionok altal generalt stressz esetében (Fréalle és
mtsai., 2006; Leiter és mtsai.,, 2016; O’Brien és mtsai., 2004; Valle és mtsai., 2022).
Mindezek mellett szamos fontos élettani folyamatra is hatassal vannak. Ide tartozik példaul az
Oregedés szabalyozasa, a stacioner ndvekedési fazisban a tulélés biztositasa (Fabrizio és
mtsai., 2003, 2004; Longo és mtsai., 1996; Valle és mtsai., 2022), a patogén gombdk invaziv
képességének eldsegitése (Fréalle és mtsai., 2006; Giles és mtsai., 2005; Narasipura és mtsai.,
2005; Valle és mtsai., 2022; Xie és mtsai., 2012; Zhu és mtsai., 2018), valamint a szekunder
metabolitok, a toxinok termelése (Furukawa és mtsai., 2017; Leiter és mtsai., 2016; Montibus
¢s mtsai., 2013; Reverberi és mtsai.,, 2013). Megtigyelték, hogy az aszexudlis sporulacid
folyamatdban, a magas vagy alacsony homérsékletnek (példaul tarolas alatt) kitett
konidiumok tulélésében, valamint az oxidativ stressz elleni védekezésben is fontos szerepe
van az MnSOD enzimeknek (Lambou és mtsai., 2010; Leiter és mtsai., 2016; Xie és mtsai.,
2012). Ezek alapjan megallapithato, hogy az MnSOD-ok nemcsak az oxidativ stresszre adott
valaszok szempontjabol meghatdrozéak, hanem a gombak fiziologiai miitkodésének,
alkalmazkodoképességének és tilélési stratégidinak kozponti elemei is.

Ebben a munkaban az A. nidulans sodB génje, és annak ortologja, az A. fumigatus sod2
génjét allitottuk a vizsgalatok fokuszpontjadba, melyek a mitokondridlis mangan tartalmua
szuperoxid dizmutaz (MnSOD) enzimet kodoljék, igy meghatarozo szerepiik van ezen fonalas
gombak mitokondriuménak védelmében, mind az endogén, mind az exogén oxidativ stressz
karos hatasaival szemben (Leiter és mtsai., 2016). A mitokondrium normalis miikodéséhez €s
integritdsdhoz elengedhetetlen ez az enzim. A sodB/sod2 gén delécidja fokozott érzékenységet
eredményezett mind az A. nidulans-ban, mind az A. fumigatus-ban oxidativ stresszel szemben,
melyet egy szuperoxidot generdlo vegyiilet, MSB jelenlétében agarlemezes kisérletekben is
tapasztaltunk (1., 9. és 12. abrak).

A funkciondlis domének meghatarozasa soran az adatbazis alapjan Sod Fe N és
Sod Fe C doméneket azonositottunk a vizsgalt két Aspergillus faj mangan-fliggé SOD
enzimjeinek aminosav-szekvencidja alapjan. Ezek a domének nem kizardlag a vas-fiiggé SOD
enzimekre jellemzOk, hanem altalanosan megtaldlhatok mind a Fe-, mind a Mn-fiiggd
szuperoxid-dizmutdzokban, mivel a két enzimtipus egy kdzos evolicids dsre vezethetd vissza.

Ezt a tényt korabban az elméleti bevezetdben mar emlitettem.
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A szekvenciaszintli, doménszerkezeti és 3D-s modell szintii hasonlésagok alapjan
feltételezhetd, hogy a SodB és Sod2 enzimek hasonlé bioldgiai funkcidkat latnak el. Ezt a
megfigyelést aladtdmasztjdk az elemzéseink eredményei is. Ugyanakkor megfigyelhetéek
bizonyos kiilonbségek abban, hogy a két faj miként alkalmazkodik az oxidativ stresszhez a

SodB, illetve Sod2 hianyaban.

7.1. Tenyésztési koriilmények fontossaga

Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgélt négy torzs MSB toleranciaja jelentdsen nagyobb
volt folyékony tapkozegben, mint szilard taptalajon (2. és 11. abrak). Azt is elmondhatjuk,
hogy a delécids torzsek esetében ez a kiilonbség még erdteljesebbnek bizonyult, mert az A.
nidulans AsodB mutéans torzse mar 25 uM MSB koncentracié mellett nem novekedett szilard
taptalajon végzett stresszkisérletben, felszini koriilmények kozott, mig folyékony tapkozegben
akar 0,16 mM MSB jelenlétében is csak koriilbelill 35 %-0s ndvekedésgatlason ment
keresztiil a tenyészet (2 abra). Az 4. fumigatus Asod2 delécids torzsnél is megfigyeltiik, hogy
6 mM MSB mellett értiik el a koriilbeliil 50 %-os novekedésgatlast, mig szilard taptalajon
ehhez 1uM is elegendd volt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tenyésztési
koriilmények jelentdsen befolyédsoljak az MnSOD enzimet kodold gén hianyaban megjelend
érzékenységet €s a stresszhez vald alkalmazkoddképességet.

A kétféle kisérlet — vagyis a szilard taptalajon és a folyékony tapkozegben ndvekvo
kultirdk — kozotti legmeghatdrozobb kiilonbség az, hogy a szilard taptalajon végzett
kisérletben a konidiumoknak MSB jelenlétében kell csirdzniuk és ndvekedniiik. Ezzel
ellentétben a folyékony tapkozegben 1évO tenyészetekhez utdlag keriill az MSB a mar
novekvd, pelletes micéliumokra. Korabbi kutatdsokban megfigyelték, hogy a gombak
MnSOD enzimei kulcsfontossagtiak a konidiumok ¢életképességének megoOrzésében,
kiilonosen oxidativ stressz alatt (Lambou és mtsai., 2010; Leiter és mtsai., 2016; Xie és
mtsai., 2012). Tovabbd a mitokondridlis aktivitds csirdzas alatt jelentésen megnd
(Novodvorska és mtsai., 2013; van Leeuwen ¢és mtsai., 2013). Mivel a mitokondriumok Fe-S
klaszter fehérjéi kiilonosen érzékenyek az oxidativ stressz altal generalt szuperoxid-anionokra
(Imlay, 2006), a csirazés alatt megnovekedett mitokondridlis aktivitds elkeriilhetetleniil
nagyobb mértékli szuperoxid-anion (O>") képzddéssel jarhat. Ez egyuttal megndvekedett
igényt jelent a szuperoxid-semlegesitd enzimek, példdul az MnSOD jelenlétére, ami
magyardzhatja, hogy a szilard taptalajon novekvd tenyészetek miért toleraljak kevésbé az

MSB okozta stresszt.
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Ez a jelenség egyuttal magyarazatot adhat arra is, hogy a mutdnsok miért mutattak sokkal
nagyobb érzékenységet az MSB-vel szemben szilard taptalajon, mint a referencia torzs. Ezzel
a feltételezéssel Osszhangban all az a megfigyelés, hogy amikor az A. nidulans micéliumat
el0szor celofan lapokon, stresszmentes agaron novesztették (,,celofan kolonia kulturak™),
majd a cellofannal egyiitt athelyezték stressz agenst tartalmazo taptalajra, jelentOsen
megnovekedett toleranciat mutatott terc-butil-hidroperoxid (lipidperoxidok termelését
serkentd) és nehézfémek (példaul Cu?*, Cd*") jelenlétével szemben (Balazs és mtsai., 2010;
Boczonadi és mtsai., 2020).

Az A. fumigatus torzsekkel elvégzett agar-diffuzids vizsgalatok (12. dbra) alatdmasztottak
azt a feltételezést, hogy a mitokondriumoknak kiemelt szerepe van a konidiumok
csirdzasakor: a referencia torzs érzékenyebb volt az MSB-vel szemben, ha a konidiumok
MSB jelenlétében csiraztak, mint amikor az MSB-t a mar kicsirazott, egynapos feliileti
tenyészethez adtuk hozza (9. és 12. abra). Ez kiilondsen fontos, mert az A. fumigatus
konidiumok belélegzéssel juthatnak be az emberi szervezetbe, a tiidobe, ahol a fagocitak
oxidativ és nem oxidativ mechanizmusokkal prébaljak elimindlni 6ket (Drummond és mtsai.,
2015; Jia és mtsai., 2023; Saffer és mtsai., 2023). A csiraz6 konidiumok oxidativ stresszel
szembeni nagyobb érzékenysége alatdmasztja, hogy a csirdzas a fertdzés sikerességének
kritikus pontja, ezért a csirazast célz6 gombaellenes stratégidk hatékonyabbak lehetnek, mint
a novekvo tenyészetek ellen iranyulok (Verburg és mtsai., 2022).

Ezt a megfigyelést a Tanszékiinkon folyo korabbi kutatasok is leirtak: oxidativ stressznek
kitett, sikeresen csirdz6 konidiumok fokozottan képesek alkalmazkodni vaslimitacios
koriilményekhez, amelyek az emberi szervezetre is jellemzéek (Emri és mtsai., 2022). A
konidiumok stressztlird képessége azonban erdsen filigg attdl, hogy milyen kornyezeti
stresszhatasok érik Oket a képzddésiik kozben (Hallsworth és Magan, 1995; Kocsis és mtsai.,
2022; Rangel és mtsai., 2011, 2015). Ez azt jelenti, hogy azok a tényezdk, amelyek novelik a
kornyezetiinkben termelédd konidiumok oxidativ stressztiirését, egyuttal novelhetik a
fertdzések kockazatat is.

A transzkriptomikai adataink elemzésének eredményei szerint az 4. nidulans sodB gén
jelentdsen feliilszabalyozodott az MSB-kezelés hatasara a folyékony tdpkozegben novekvo
kultirdkban (S1. és S4. tablazat). Tovabba azt is megfigyeltilk, hogy a sodB hidnyaban
csokkent a micéliumok SOD-aktivitasa, melynek kovetkeztében megndvekedett a szuperoxid
szint az MSB-kezelést kovetden a sejtekben (3B. abra). Meglep6 modon a SodB enzim

hatdsanak fontossagéval némileg ellentétben, az enzim hidnydban az A. nidulans muténs
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novekedésének MSB stressz altal kivaltott csokkenése hasonld mértéki volt, mint a referencia
torzsé a folyékony tapkozegben (2. abra).

Az A. fumigatus sod?2 génje esetében megfigyeléseink jol egyeztek azzal a kordbban leirt
megallapitassal, hogy ez a gén nemcsak a konidiumokban, hanem a névekvé micéliumokban
is jelentdsen kifejezddik, kiilondsen a késdbbi, 20-30 oras inkubacios idészak alatt, élesztot,
peptont és gliikkdzt tartalmazd (YPD) folyékony tapkdzegben (Lambou és mtsai., 2010). Ezek
az eredmények az MnSOD enzim fontossagat timasztjak ala a mitokondriumok védelmében,
kiilonosen abban az esetben, amikor az exponencialisan novekvd micéliumoknak

szembesiilniik kell az MSB altal okozott oxidativ stresszel.

7.2. Az A. nidulans transzkriptomikai eredményeinek megbeszélése

Az eredményeinket Osszefoglalva az A. nidulans két torzsében az MSB stressz altal
indukalt transzkriptom valtozdsok mind intenzitdsukban, mind jellegiikben meglehetdsen
hasonloak voltak (6. és 7. abra, S3. tablazat). Kiilonbség inkabb csak a gének transzkripcios
aktivitasanak mértékében volt. Sok MSB stresszre reagald gén aktivitdsa mar eleve (a kezelés
el6tt is) nagyobb volt a 4sodB mutansban, mint a vad tipusu torzsben, illetve sok gén a
mutansban nagyobb transzkripcios valtozast mutatott, mint a vad tipusu torzsben. Ennek a
hatterében 4llo jelenség egyik lehetséges magyarazata az lehet, hogy a két térzs transzkripcids
valaszai kozotti viszonylag csekély kiilonbségek is elegek voltak ahhoz, hogy a A4sodB mutéans
kompenzalja a gén delécidja miatt fellépd valtozasokat, hatranyokat.

Néhany antioxidativ enzimet kodold gén, mint példaul a ccpl és az AN5440 (igazolt és
feltételezett citokrém c peroxidazok), a catB (kataldz), valamint a #7xR (tioredoxin reduktaz)
¢€s a tpxB ¢€s trxA (tioredoxin-fliggd peroxiddz gének) szignifikdnsan nagyobb transzkripcids
aktivitast mutattak a 4sodB mutansban az MSB jelenlétében, mint a referencia térzsben (S1.
¢s S4. tablazatok). Ugyanakkor, bar a sodA (citoszolikus CuZnSOD) kifejezddésében is
talaltunk novekedést, az 4. nidulans két torzsének specifikus SOD aktivitasa k6zott nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség (3B. abra), amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az
alternativ antioxidativ mechanizmusok fontos szerepet jatszhatnak a AsodB mutans
stresszvédelmében.

Ezenkiviil szamos stresszvalasz-gén — példaul az oxidativ stresszhez, éhezési stresszhez,
pH stresszhez, endoplazmatikus retikulum (ER) stresszhez, valamint DNS-karosodasi
stresszhez kapcsolodd gének — kizarolag az A. nidulans AsodB mutansaban dusultak fel az

MSB-kezelés utan a feliilszabalyozott génkészletben (8. dbra, S3. tablazat). Ennek értelmében
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a AsodB mutans vad tipusétdl eltérd transzkripcids valaszai kulcsfontossaguak lehettek a
stressztolerancia biztositasaban.

Az MnSOD gének hidnyabol fakadd kéros élettani kovetkezmények enyhitésére a
gombakban a stressz elleni védekezés egyéb génjei feliilszabalyozodnak, mint példaul mas
endogén antioxidansok vagy a mitokondrialis mindségszabalyozo gének (Knuppertz és mtsai.,
2017; Laléve és mtsai., 2016; Zyrina €s mtsai., 2017). Erre a jelenségre példa az S. cerevisiae
Asod2 mutdnsanak primakvin (maldriaellenes gyogyszer, melyet mikrobioldgiai
vizsgalatokban mitokondrialis stressz ¢és antioxidans valaszmodellek tanulmanyozasara
hasznaljak, ROS-t generdl) iranti érzékenysége. Kisérletekben a mutdns érzékenyseégét
aszkorbat és N-acetil-cisztein alkalmazasaval lehetett ellensulyozni, tovabba az AIM32 (amely
egy redox mindségszabalyozasban részt vevd, 2Fe-2S klasztert tartalmazod mitokondrialis
fehérjét kodol), valamint az MCRI gén (amely a mitokondrialis NADH-citokrém b5 reduktazt
kédolja) overexpresszidjaval (Laleve és mtsai., 2016).

Emellett a glutation/glutaredoxin és tioredoxin rendszerek miikddésének barmilyen
zavara jelentésen novelheti a kdrnyezeti stressz hatasait az MnSOD gén delécidés mutansok
esetében (Grant, 2001; Pocsi €és mtsai., 2004). Példaul pékélesztdben, S. cerevisiae-ben a
SOD2 génjének célzott represszidja (a gén sajat promoterét egy galaktdz-indukalhatod
(PGAL1) promoterre cserélték) megnoveli az etanolérzékenységet (a 1€gzéshidnyos torzseket
kivéve, melyek nem képesek mitokondridlis 1€gzésre) azaltal, hogy megakadalyozza a Yapl
transzkripcids faktor etanol 4ltal indukalt relokalizacigjat. Ez a folyamat kozvetve a Trx2
citoplazmatikus tioredoxin izoenzim és a Gshl y-glutamil-cisztein szintetaz fehérjeszintjének
csokkenéséhez vezet, mely a glutation bioszintézisének elsd 1€pését katalizalja (Zyrina és
mtsai., 2017). Tehat a redoxrendszerek és antioxidans mechanizmusok meglehetdsen fontosak
az MnSOD hiédnyat ellensulyozo6 adaptiv valaszokban.

Nem volt meglepd eredmény, hogy az 4. nidulans AsodB mutdnsaban a DNS karosodas
stresszgénjeinek transzkripcidja fokozodott, mivel ezt a jelenséget ugyanugy a kordbban
emlitett S. cerevisiae-ben méas modellekben is megfigyelték korabban. A Sod2 (mitokondrialis
MnSOD), a Sodl (citoszoélikus CuZnSOD) és a Ccsl (a Sodl szuperoxid dizmutdz réz
chaperonja) egylittesen fontos szerepet jatszanak a DNS épségének fenntartasaban, kiilondsen
azokban a sejtekben, amelyek mar sok osztodason mentek keresztiil (Muid és mtsai., 2014).

Hasonloképpen, a Schizosaccharomyces pombe hasadé élesztOben a sod2 gén delécidja
egyértelmiien 0sszefiiggésbe hozhat6 a sejtek talélési idejének csokkenésével a stacioner, nem

0sztodo fazisban. A sod2 gén hianya ndveli a nukledris DNS mutécios gyakorisagat, ami
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crer

jarnak a sejtek pusztuldsaval (Ogata €s mtsai., 2015).

Az A. nidulans AsodB mutéans és a THS30.3 kontroll torzsek MSB stresszre adott valaszai
kozotti viszonylag kis kiilonbségekre egy masik magyarazat az lehet, hogy a mitokondridlis
karosodasok megeldzése ezekben a kisérleti koriilményekben nem feltétleniil kritikus
fontossaguak. Elképzelhet6, hogy a mitokondridlis aktivitds visszafogasa, a kérosodott
fehérjék potlasa, valamint a javithatatlan mitokondriumok eltdvolitasa éppen olyan
jelentéséggel bir, mint a mitokondriumok integritasdnak €s funkcidinak fenntartdsa. Ezek a
folyamatok egyiittesen lehetnek sziikségesek a fenyegetd stresszhatasokhoz vald sikeres
alkalmazkodas szempontjabol (Knuppertz és mtsai., 2017; Stuart és mtsai., 2009).

A transzkripcios valtozasok alapjan megfigyelhetd, hogy az MSB stressz csokkentette a
mitokondrialis funkcidk aktivitasat. Ezt példaul a mitokondridlis transzlacid, az aerob 1égzés,
valamint az acetil-CoA bioszintézishez kapcsolodd gének alulszabalyozottsdga mutatja (6.
abra, S3. tablazat). Ezzel egyidejlileg azonban szdmos, a mitokondridlis Osszeszerelési
folyamatot érintd gén feliilszabalyozddott. Példaul a THS30.3 referencia torzsben a
mitokondrialis 1€gzési lanc komplexek Osszeszereléséhez kapcsolodd gének, a géndelécios
mutansban pedig a mitokondrium szervezOdésért felelds gének transzkripcidja fokozodott,
mig az Fe-S Kklaszter Osszeszerelésében részt vevd gének mindkét torzs esetében
feliilszabalyozodtak (6. abra, S3. tablazat). Ezek mellett a mitokondriumok lebontasaban
és/vagy az autofagidban részt vevo gének transzkripcids szintje is megemelkedett (6. abra, S3.
tablazat), amely arra utal, hogy a sejtek a stresszhatdsokra adott valaszukban kiemelt
jelentdséget tulajdonitottak a sériilt mitokondriumok eltavolitasara és lebontasara.

Tanszékiinkon Leiter €s munkatarsai (2016) egy korabbi tanulmanyukban egyértelmiien
kimutattdk, hogy az A. nidulans sodB génjének delécigja igen hatranyosan befolyédsolta mind
a teljes, KCN-érzékeny citokrém c-fiiggd (amely az endogén O>" ~ legfébb forrasa), mind az
AOX (alternativ oxiddz) fliggd légzési aktivitast a gomba szénhianyos koriilmények kozott
novekedd tenyészeteiben. Ez a hatds egyértelmlien a mitokondriumok aktivitasanak
nagymértékii csokkenését jelzi az adott kisérleti koriilmények kozott. Ezzel szemben gliikozt
tartalmazé tapkozegben ndvekedd sodB delécidos mutansok esetében a génhidny elsdsorban a
KCN + SHAM-rezisztens, rezidualis 1€gzést befolyasolta, amely sem a citokrom c-fiiggd, sem
az alternativ oxidaz-fiiggd l1égzési folyamatokhoz nem kotheté (Bradshaw és mtsai., 2001;
Leiter és mtsai., 2016; Molnar és mtsai., 2018).

Kisérleteinkben gliikozzal kiegészitett taptalajon névekvd 4sodB mutdns tenyészetekben

az aerob légzéshez kapcsolodd gének (bar nem az aodA/aoxA alternativ oxiddz gén)
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magasabb szintli expresszidjat eredményezte a THS30.3 referencia térzshoz viszonyitva,
fiiggetleniil az MSB stresszhatastol (S3. és S4. tablazatok). Ezek a feliilszabalyozéasok
segithették a mutans térzset abban, hogy gliikoz jelenlétében a 1€gzési aktivitasat a referencia
torzs szintjén tudja tartani. Az eredmények alapjan megkérddjelezhetd, hogy a sodB gén
delécivja Onmagaban komoly veszélyt jelentene a mitokondriumok integritasara ¢és
mikddésére, beleértve a 1égzési folyamatokat, gliikdzt tartalmazé tapkozegben. Valdsziniileg
a mitokondrialis karosodas mértéke szorosan dsszefiigg a kornyezeti hatasoktol és a tapkozeg
Osszetételétol.

Leiter és munkatarsai (2016) tanulmanyaban a tenyészetek szterigmatocisztin termelésére
is kitértek és eredményeikben a sodB delécid csak a szénhidnyos kultirakban okozott
megnovekedett szterigmatocisztin termelést (Leiter €s mtsai.,, 2016). Ezt az eredményt
alatdmasztjak a transzkriptomikai adatainkbdl szdrmazd informacidk, mivel a bioszintetikus
génklaszter érzéketlen volt a sodB deléciora és az MSB-kezelésre A. nidulans-ban. Bar a
SodB fontos a konidiumképzédéshez és a konidiumok fenntartdsdhoz a feliileti
tenyészetekben (Leiter és mtsai., 2016), a konidiumfejlédéshez sziikséges gének altalanos
alulszabalyozodéasa figyelhetd meg a tapoldatban 1évd kulturakban kultirdkban, ahol az
aszexualis spordk képzddése blokkolva van (Adams és mtsai., 1998).

Végezetiil az A. nidulans-szal végzett eredményeink alapjan azt is feltételezhetjiik, hogy
bar a sodB gén expressziojanak feliilszabdlyozasa a referencia torzsben fontos eleme volt az
oxidativ stresszre adott valasznak, ez dnmagéaban nem bizonyult elegendének a mitokondrium
karosodasanak megel6zésére MSB stressz alatt. Ugy tiinik, hogy a mitokondriélis folyamatok,
mint példaul a sérilt fehérjék potlasa, a mitokondridlis aktivitds csokkentése, €s a sériilt
mitokondriumok eltavolitasa joval nagyobb szerepet jatszanak, mint a SodB fehérje az MSB-
vel szemben. A sejtekben bekdvetkezd élettani valtozasok a sodB gén hidnyaban kevésbé
voltak jelentdsek a vartnal. Ezt jol tiikrozték a AsodB muténs és a referencia térzsek MSB-
kezelésnek kitett folyékony tapkozegben ndvekvd tenyészeteiben tapasztalt hasonlo
transzkriptomikai valtozasok. Masrészt irodalmi adatok szerint a szilard taptalajon a
konidiumok csirazasa alatt fokozodik a mitokondriumok aktivitasa, ami a szuperoxid termelés
megnovekedésével jar. Ezért ebben a fejlddési szakaszban fontos lehet az antioxidativ
enzimek, példaul a SodB jelenléte, hogy megeldzzék a mitokondridlis karosodasokat. Ugy
tlinik, hogy szilard taptalajon a SodB hidnya nagyobb érzé¢kenységet eredményez az MSB
stresszel szemben, mint mas koriilmények kozott (Leiter és mtsai., 2016). Annak igazolasara,
hogy a SodB kiemelkedd szerepet jatszik a konidiumok és a vegetativ szovetek fenntartasaban

(Lambou ¢és mtsai., 2010; Leiter és mtsai., 2016), micélium- ¢és konidiumtranszkriptomokat
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lehetne feltérképezni és Osszehasonlitani a AsodB mutans és a THS30.3 kontroll térzsek
stresszmentes és MSB-vel kezelt kultardiban (Kocsis és mtsai., 2023). Nagy valdszinliséggel
a hifdk és a csirdzé sporak (konidiumok) kozotti érzékenységbeli kiilonbségek az oxidativ
stresszel szemben az eltérd génexpresszios mintazatokra vezethetok vissza.

Korabban végeztek vizsgalatokat Kocsis és munkatarsai (2023) A. nidulans-on két
transzkripcids faktor szerepének meghatarozasardl. Az AtfA ¢és AtfB  bZIP-tipust
transzkripcids faktorok, szamos gén kifejez0dését szabalyozzak. Szerepiik van tobbek kozott
az oxidativ stressz elleni védekezésben is. Ebben a munkéban azt vizsgaltdk, hogy az AtfA és
AtfB szerepe a spordkban, csirazas el6tt fontosabb lehet, mint a fejlédés késdbbi szakaszaban.
Megfigyelték, hogy a spordkban magasabb volt mindkét transzkripcids faktor mRNS-ének
szintje, mint a micéliumokban (Kocsis és mtsai., 2023). Ebbdl latszik, hogy az A. nidulans
fejlodésének korai szakaszdban az oxidativ stressz problémat jelenthetne, de ez a gomba

hatékony védelmi rendszert fejlesztett ki az evolucid folyaméan.

7.3. Az A. fumigatus transzKkriptomikai eredményeinek megbeszélése

Az A. nidulans ¢és az A. fumigatus Kkisérletek eredményeit Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy amig az A. nidulans-ban a SodB hidnya csak kisebb mértékben
modositotta az MSB kezelésre adott stresszvalaszt, addig az 4. fumigatus esetében a sod2 gén
delécigja joval jelentOsebb valtozadsokat idézett eld az MSB 4ltal kivaltott oxidativ
stresszvalaszban (4. és 14. abra). Az, hogy az MSB jelenlétében a referencia torzsben
megfigyeltiik a sod2 gén kifejezddésének feliilszabalyozasat (19. dbra, S7. tdblazat), valamint
az, hogy az Asod2 mutans torzs fokozott novekedésgatlast mutatott a referencia torzshoz
képest (11. abra), egyarant alatamasztja a Sod2 fontos szerepét az oxidativ stressz elleni
védekezés folyamataban.

Meglepd modon azonban a Sod2 hidnya nem eredményezte alternativ antioxidans
mechanizmusok aktivalodasat a mutans torzsben. Ehelyett a referencia torzs és a Asod?2
mutans oxidativ stresszvalaszai kozotti eltérés elsdsorban a valasz intenzitasaban fejezddott
ki. Ennek kovetkeztében, bar az Asod? mutdnsban tobb MSB-kezelésre reagald gént
azonositottunk, mint a referencia torzsben (15. 4bra), ezek a gének nagyrészt ugyanahhoz,
vagy nagyon hasonld bioldgiai folyamatokhoz kapcsolddtak, mint a referencia torzs altal
aktivalt gének (13. és 16. abra, S7. tablazat). Ezek a mennyiségi kiilonbségek arra utalnak,
hogy a Sod2 enzim jelentds mértékben csokkenteni tudta az MSB mitokondriumokra

gyakorolt karos hatasait ezen koriilmények kozott.
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Az A. nidulans ¢és az A. fumigatus oxidativ stresszvalaszai kozotti kiilonbségek
molekularis hattere nem ismert, és nem feltétleniil all kozvetlen kapcsolatban az A. nidulans
sodB és az A. fumigatus sod2 génjével vagy annak szabalyozasaval. Erdekes volt latni, hogy
az A. fumigatus micéliumnovekedésének gatlasdhoz 6 mM MSB sziikséges (2. abra), mig az
A. nidulans micéliumaban ugyanezt a hatast mar 0,16 mM MSB is kivaltotta (10. abra). Ez
jelentds kiilonbséget mutat a két faj kozott, amely hozzdjarulhat jelentdsen eltérd
virulenciajukhoz is.

A vasanyagcsere terén megfigyelt jelentds transzkripcidos valtozasok, amelyek egyiitt
jartak a riboszoma fehérje (“Ribosome protein”) gének feliilszabalyozasaval (16. abra, S6. és
S7. tablazatok), kizarolag az Asod?2 delécids mutans adataiban voltak kimutathatok. Korabbi
tanulmanyok szerint az MSB a mitokondriumokban is szuperoxid-anionokat general (Goffart
¢és mtsai., 2021), és ezek sulyosan karositjak az Fe-S klasztereket, amelyek sériilékenységét
mar megfigyelték korabban is (Imlay, 2006). Adataink szerint az MSB miatt kialakuld magas
mitokondrialis Fe-S klaszterfehérjéket.

Az Fe-S klaszterek és mas karosodott mitokondridlis fehérjék helyredllitisa vagy
ujraszintézise fokozott transzlacios aktivitast igényelt, amit az 4sod2 mutansban a riboszéma
fehérje gének fokozott kifejezddése is alatamaszt (20. abra, S6. és S7. tablazat). Emellett az
Fe-S klaszterek ujraszintézisének megnovekedett vasigénye jelentds valtozasokat idézett el6 a
vasanyagcserében (S7. tablazat). Példaul a génexpresszids adatok alapjan mind a RIA
utvonal, mind a sziderofor-kozvetitett vasfelvételi utvonal gének, valamint az Fe-S klaszterek
Osszeszerelés génjei fokozott kifejezO0dést mutattak a mutdns torzsben (S7. téblazat).
Ugyanakkor a sejtek a vas megorzése érdekében csokkentették tobb hemkotd fehérje, illetve
nem esszencialis Fe-S klaszter fehérje termelddését is (S7. tablazat). Eredményeinkbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy az A. fumigatus-nak egyik védelmi rendszere a mitokondriumokat
karositd hatdsokkal szemben a hatékony vasanyagcseréje. Az Asod2 mutans fokozott
érzékenysége a DFP-kezeléssel szemben (9. abra) szintén alatamasztja a Sod2 szerepét a
vastartalmu fehérjék, koztiik az Fe-S klaszterek védelmében.

Az A. fumigatus talélése érdekében fontos, hogy megbirkdzzon az emberi szervezetben
fellépd oxidativ stresszel, kiillondsen a vaslimitalt koriilmények kozott, amelyek gyakran
eléfordulnak fert6zés alatt a szervezetben (Healy és mtsai., 2021). Korabbi kutatasok szerint a
vashidny fokozza a gomba oxidativ stresszre valo érzékenységét (Emri €s mtsai., 2024;
Kurucz és mtsai., 2018). Erdekes modon azonban a sod2 gén delécidja onmagaban, illetve

akar a sodl, sod2 és sod3 gének egyilittes eltavolitisa sem csokkentette az A. fumigatus
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virulencidjat immunhidnyos egérmodellben vizsgalt aspergillozisban (Lambou ¢és mtsai.,
2010).

Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy az Aspergillus nemzetség tagjai kivételes
képességgel birnak a valtozatos kornyezeti stresszekhez vald alkalmazkodéasban, és
megerdsitik, hogy a csirdzas a gombak ¢letciklusanak egy kritikus szakasza. Ezért a jovobeli
gombaellenes stratégidk akkor Ilehetnek hatékonyabbak, ha a csirazdé konidiumok
elpusztitasara Osszpontositanak, nem pedig a novekvd hifak lekiizdésére (Grahl és mtsai.,
2012; Taubitz ¢és mtsai., 2007). Mivel az A. nidulans-ban SodB szerepe a mitokondridlis
funkciok stabilizalasaban és a hifdk szuperoxid stressz alatti novekedésének tamogatdsaban
kisebbnek tlinik a vartnal az altalunk hasznalt, gliikkozt tartalmazo6 tapkdzegben, a jovoben a
SodB feltételezett szerepét meg kell vizsgalni az A. nidulans stacioner fazisban valo
tulélésében, hasonléan mas korabbi munkakhoz, ahol 6regedd élesztd és mas fonalas gomba
tenyészeteket vizsgaltak (Fabrizio és mtsai., 2003, 2004; Longo ¢s mtsai., 1996; Valle ¢és
expresszidjanak hatédsait részletesen tanulmanyozni szénhidnyos és szénlimitalt A. nidulans
kultirdk vitalitdsara és masodlagos anyagcseretermékek termelddésére, kiillonféle omikai
technikak alkalmazaséval.

Az A. fumigatus igen hatékony ¢és alkalmazkoddképes vasanyagcseréjével bir.
Erdekességként megjegyzendé, hogy az opportunista human patogén Candida albicans
élesztdgombaban a Sod2 ortoldgja sem volt meghataroz6 a virulencidban (Hwang és mtsai.,
2003), mig a Cryptococcus neoformans esetében a AsodB mutans teljesen elvesztette a fert6zo
képességét (Giles €s mtsai., 2005). Az A. fumigatus Asod2 torzs valtozatlan virulencidja
(Lambou ¢és mtsai., 2010) viszont azt jelentheti, hogy az MnSOD aktivitast célzo
gombaellenes terapidk onmagukban valdszinlileg nem lennének hatékonyak e faj okozta
fertdzések lekilizdésére. Azok a kezelések, ahol tobbféle gombaellenes modszereket
alkalmaznak egyidejlileg, elég igéretesnek tlinnek. Ha példaul a vasanyagcserét gatlo
modszereket nézziik, melyet kombinalunk egy masik negativ hatassal (Misslinger és mtsai.,
2021). A vas hidanya és az MnSOD-aktivitas csokkentése egylitt igen erds oxidativ stresszt
okozott az A. fumigatus sejtjeiben. A jovében ez a megfigyelés akar a klinikai kornyezetben is
bevethetd gombaellenes modszer kidolgozasanak alapja lehet, ahol mindenképpen cél a

gomba fertdzoképességének csokkentése €s a rezisztencia kialakuldsanak minimalizéalésa.
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8. KONKLUZIO

Doktori munkdmban két fonalas gombéval, az 4. nidulans-szal és A. fumigatus-szal
végeztem kisérleteket. Bar nem kapcsolodnak kozvetleniil az ¢€lelmiszeriparhoz vagy a
taplalkozashoz, kutatasuk hozzajarulhat akér élelmiszerbiztonsadggal, enzimtechnolédgiaval,
taplalkozassal Osszefiiggd betegségekkel, ¢lelmiszerallergidval kapcsolatos kérdések
megvalaszolasahoz. Tovabba az ilyen jellegli kutatasok a fert6zéses megbetegedések elleni
kiizdelemben is jelentOs szerepet jatszhatnak. Az A. nidulans modellszervezet j6 referencia
alapot biztosit, kivalo az ipari biotechnoldgiai folyamatok megértéséhez és fejlesztéséhez. Az
A. fumigatus egy opportunista huméan patogén, mely toxintermeld és potencialis
¢lelmiszerszennyez6 faj. A velikk folyd jelenlegi és ujabb kutatdsok eredményei mindig

hasznosak lehetnek a szamunkra.

Osszefoglalasképpen szeretném felsorolni a doktori munkam célkitiizéseiben feltett
kérdésekre adott valaszokat és az ujabb tudomanyos eredményeimet:

1. Az A. nidulans és A. fumigatus sporak érzékenyebbek voltak az oxidativ stresszre, mint
a micéliumok, mert a csirdzas kozben megndvekedett mitokondrilis aktivitasra van sziikség,
ami eleve fokozott ROS termelést okoz.

2. Az A. fumigatus sod2 gén delécidja jelentésebb valtozast idézett el6 MSB-re adott
stresszvalaszban, mint az A. nidulans sodB gén hianya.

3. A. nidulans-ban a sodB delécids mutansaban egyes antioxidans gének (pl. sodA, catB-
kataldz, peroxidazok) aktivitisa megnovekedett, kompenzalva az MnSOD hianyat.

4. Az A. fumigatus Asod2 térzsében MSB hatasara szintén fokozodott mas antioxidans
gének kifejezddése, viszont a tovabbi sod gének esetében nem tortént szignifikans valtozas.

5. A stressz hatasara az A. nidulans torzsek fokozhattdk a karosodott mitokondriumaik
eltavolitasat a transzkriptomikai adatok szerint.

6. Az A. fumigatus hatékony vas anyagcser¢je segiti az oxidativ stressz tulélését, ezért
gatolva a vasfelvételt nagyobb oxidativ stresszérzékenységet figyeltiink meg.

7. Az A. fumigatus-ban a sod2 delécioja érzékenyebbé tette a mutans torzset M-CSF- és
GM-CSF-indukalt makrofagokkal szemben.

8. A konidiumok elpusztitasat célzé stratégiak hatékonyabbak lehetnek, mint a mar
novekedésben 1évo gombafonalakra kifejlesztett modszerek.

9. MnSOD gétlasa szakirodalom szerint dGnmagaban nem hatékony terapias célpont, de a

vasanyagcsere gatlasdval kombinalva erésebb oxidativ stresszt véalthato ki a gombasejtekben.
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Ebben a munkaban két kiilonb6zd életmodu fonalas gomba — egy szaprotrof és egy
opportunista humanpatogén faj — oxidativ stressz elleni védekezését hasonlitottuk 0ssze annak
mélyebb megértése érdekében. A jovébeni kutatdsok sordn érdemes lenne egy fitopatogén
gombafajt is bevonni a vizsgalatba, hogy atfogobb képet kapjunk arr6l, hogyan
alkalmazkodnak a fonalas gombak ehhez a kdrnyezeti stresszformahoz kiilonb6z6 okologiai

kontextusban.

9. OSSZEFOGLALAS

A fonalas gombdk oxidativ stressz elleni védelme igen fontos a talélésiik és az
alkalmazkodasuk szempontjabol. Ez a stresszforma mindenhol fellelhetd, de a patogén fajok a
gazdaszervezet immunrendszere altal még nagyobb mértékli oxidativ stressznek vannak
kitéve. Ezt a stresszformat leginkdbb a ROS, koztiikk a O2™, H2O2 és "OH okozzak, melyek
felhalmozodva karositjak a sejtek fehérjéit, lipidjeit és DNS-ét. A sejtek integritasanak
védelmében sziikség van hatékony védekezési mechanizmusokra e stresszformaval szemben.

A mitokondriumban lokalizalt mangan tartalmi szuperoxid dizmutdz (MnSOD) az
oxidativ stressz elleni védelem egyik antioxiddns enzime gombdkban. A sejten beliili
elhelyezkedése miatt a mitokondriumok megfeleld mitkodésének fenntartasaban van szerepe.
Az elektrontranszport-lanc alatt keletkez6 szuperoxid anionokat alakitja hidrogén-peroxidda,
melyet majd a védelmi rendszer tovabbi tagjai semlegesitenek. Az MnSOD segit fenntartani a
sejtek homeosztazisat €s megeldzni a sejtkarosodast.

A sodB ¢és sod2 gének MnSOD enzimet kodolnak, melyek a transzkriptomikai
elemzéseink szerint is meghatarozéak a mitokondriumok védelmében ¢és megfeleld
miikddésiik biztositasdban. Megfigyeléseink szerint az A. nidulans vad tipust és AsodB
delécios mutans torzsének oxidativ stresszre adott transzkripcids valaszaik hasonlok voltak.
Mig az A. fumigatus-ban Asod2 mutans torzsben a stresszre adott valaszok igen eltértek a
referencia torzsétdl. Eredményeink szerint az oxidativ stressz elleni védelemben a gombak
tobbféle stratégiat is alkalmaznak, ez alapulhat alternativ antioxiddns enzimek génjeinek
feliilszabalyozasan vagy a sériilt mitokondriumok hatékonyabb eltadvolitasan.

Kisérleteinkben, ahol az A. fumigatus Asod? mutans torzset vizsgaltuk, fontos
kapcsolatot allapitottunk meg a vas-anyagcsere és oxidativ stressz kozott. A Sod2 enzim a
mitokondriumok Fe-S klaszter fehérjéinek védelmében igen meghatarozé. A delécio utan a
Asod2 mutans igen érzékennyé valt vas-limitalt, oxidativ stressznek kitett kornyezetben. A

transzkriptomikai eredményeink szerint MSB hat4sara a riboszomalis €s a vasanyagcsere
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génjeinek szabalyozasaban olyan valtozasok 1éptek fel, melyek valdsziniileg a sejtek tulélését
segitik.

A human patogén gombdkban, mint az A. fumigatus-ban is, igen hatékony védelmi
rendszer alakult ki az oxidativ stressz ellen. Szoval, ha figyelembe vessziik, hogy az MnSOD
gatlasa 6nmagaban nem elég stratégia, de ha kombinaljuk vas-anyagcsere gatlassal erdsebb
oxidativ stresszt valthatunk ki. Tovabba azt is megfigyeltiik kisérleteinkben, hogy a csirazas
elotti konidiumokat célzé stratégidk joval hatékonyabbak lehetnek, mint a csirdzas utdni
negativ hatasok. Ezen kombinaciok figyelembevétele hasznosak lehetnek a jovOben a gomba

ellenes stratégidk fejlesztésénél.

10. SUMMARY

Protection of filamentous fungi against oxidative stress is very important for their
survival and adaptation. This form of stress is ubiquitous, but pathogenic species are subjected
to even higher levels of oxidative stress by the host immune system. Oxidative stress is
mainly caused by ROS, including O>", H202 and "OH, which damage cellular proteins, lipids
and DNA after accumulation. Effective defence mechanisms against this form of stress are
needed to protect cell integrity.

Manganese-containing superoxide dismutase (MnSOD), localized in the mitochondria, is
an antioxidant enzyme in fungi that protects against oxidative stress. Because of its
intracellular location, it plays a role in maintaining proper mitochondrial function. It converts
superoxide anions generated during the electron transport chain into hydrogen peroxide,
which is then neutralised by other members of the defence system. MnSOD helps maintain
cellular homeostasis and prevent cell damage.

The sodB and sod?2 genes encode the MnSOD enzyme, which our transcriptomic analyses
show to be crucial in protecting mitochondria and ensuring their proper function. We
observed that the transcriptional responses of wild-type and 4sodB deletion mutant strains of
A. nidulans to oxidative stress were similar. While in the 4sod2 mutant strain of A. fumigatus,
the stress responses were very different from those of the control strain. Our results suggest
that fungi may employ multiple strategies to protect against oxidative stress, which may be
based on upregulation of alternative antioxidant enzyme genes or more efficient removal of
damaged mitochondria.

In our experiments with the 4sod2 mutant strain of A. fumigatus, we found an important

link between iron metabolism and oxidative stress. The Sod2 enzyme is crucial for the

72



protection of Fe-S cluster proteins in mitochondria. After deletion, the Asod2 mutant became
highly sensitive to oxidative stress on iron-limited media. Our transcriptomic results suggest
that MSB induces changes in the regulation of ribosomal and iron metabolism genes that are
likely to promote cell survival.

In human pathogenic fungi, such as A. fumigatus, a very effective defence system against
oxidative stress has been developed. So, if we consider that inhibition of MnSOD alone is not
a sufficient strategy, but when combined with inhibition of iron metabolism, we can induce a
stronger oxidative stress. Furthermore, we observed in our experiments that strategies
targeting conidia before germination can be much more effective than attacks after
germination. Consideration of these combinations may be useful for the development of

antifungal strategies in the future.
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném megkdszonni témavezetdémnek, Prof. Dr. Pécsi Istvan egyetemi
tanarnak a szakmai uUtmutatast, és hogy lehetévé tette szamomra a Molekularis
Biotechnologiai és Mikrobidgiai Tanszéken a doktori munkam elkészitését. Kiilon koszonettel
tartozom, hogy tobb, a Tanszéken folyd munkaba is betekintést nyerhettem, valamint az
érdekes ¢és fontos kérdéseket felvetd témam kidolgozasaban nyujtott segitségéért, amely
lehetdséget adott szamomra, hogy egy aktualis problémat boncolgaté kutatisban vehessek
részt.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Emri Tamas tanszékvezetd egyetemi tanarnak, hogy
szakmai segitséget nyujtott a transzkripcids vizsgalatokban, az RT-qPCR kisérletek
elvégzésében, kiértékelésében és a statisztikai analizisben. Az Aspergillus torzsekkel folyo
munkalatokban szerzett magasfoku szakmai tapasztalatdval mindig fordulhattam hozza
tanacsert.

Szeretném megkoszonni Dr. Leiter Eva egyetemi docensnek, hogy rendelkezésemre
bocsatotta az Aspergillus nidulans delécids torzset, valamint mindig készségesen segitett, ha
barmi kérdésem felmertilt.

Koszonettel tartozom Prof Dr. Jean-Paul Latge professzor urnak (Unité des Aspergillus,
Institut Pasteur, Parizs, Franciaorszag), hogy az A. fumigatus akub™’ és Asod2 torzsét
rendelkezésemre bocsatotta.

Tovéabba koszonettel tartozom Dr. Antal Kéroly foiskolai docensnek (EKE TTK Allattani
Tansz€k) a bioinformatikai elemzésekben nytjtott segitségéért, a statisztikai kiértékeléseiért, a
referencia genomokra torténd illesztéséért €s az illesztett readek szamanak meghatarozasaért.

Szeretném megkdszonni Dr. Pdzmandi Kitti Lillanak egyetemi adjunktusnak (Debreceni
Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Immunolégiai Intézet) a makrofag kisérletben vald
segitsegét.

Tovabbi koszonettel tartozom Dr. Miskei Marton tudomanyos fOmunkatarsnak az
Aspergillus fumigatus af293 és akub®®’ torzsek génjei kozotti ortologia meghatarozasaért.

Szeretném megkdszonni tovabba Dr. Szabd Zsuzsdnak a transzkriptomikai
optimalizalasban €s RNS izoldlasban nyujtott segitségét.

Nagyon koszondm Toth Gaborné laboratoriumi asszisztens stresszvizsgalatokban és a
labori munkakban nyujtott segitségét, gyakorlati tapasztalatanak megosztasat.

Doktori értekezésem alapjaul szolgald kutatdst a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és

Innovécios Hivatal (NKFIH, Magyarorszdg) tdmogatasaval valosult meg a KI131767,
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K137678 és NN125671 szamu projektek keretében. A TKP2021-EGA-20 szamu projekt a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési ¢és Innovacidos Alap tamogatasaval, a TKP2021-EGA
finanszirozasi program keretében valdsult meg, amelyet a Magyarorszag Kulturdlis és
Innovécidés Minisztériuma biztositott. A projekt tovabba a HUN-REN Magyar Kutatési

Halozat finanszirozasaban részestlt.
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14. MELLEKLETEK

Kiegészitd tablazatok, melyek alapjaul szolgalnak az értekezésnek, terjedelmiik miatt

online formatumban, az eredeti publikaciokban érhetdek el.
Az A. nidulans Kisérletek eredményeit kiegészito tablazatok:

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof9111060/s1

S1. tablazat (Table S1): A kivéalogatott gének RT-qPCR adatai.
S2. tablazat (Table S2): A korrelacié bemutatasa az RNS-seq és DNS-chip adatai kozott.
S3. tablazat (Table S3): A génkészlet- dusulasi elemzés eredményei.

S4. tablazat (Table S4): Az Fe-S klaszter Osszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), az
antioxidans enzim (““Antioxidant enzyme”), a 1€gzés (“Respiration™) és a szterigmatocisztin

klaszter RNS-seq adatai.

Az A. fumigatus Kisérletek eredményeit kiegészito tablazatok:

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof101208

S5. tablazat (Table S1): A kivalogatott gének RT-qPCR adatai.
S6. tablazat (Table S2): A génkészlet-dusulasi elemzés eredményei.

S7. tablazat (Table S3): A szelektalt géncsoportok transzkripcios adatai.
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A génkészlet-dusulasi vizsgalatok osszefoglalo tablazatai:

A sodB és a sod2 hidanyanak hatdsa normal koriilmények kozott

Biological Process

|

Folyamat

A. nidulans

A. fumigatus

Carbohydrate biosynthetic process
Glycolysis / Gluconeogenesis

Galactose metabolism

Ethanol catabolic process

Acetaldehyde catabolic process

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Heme binding

Mitotic cell cycle process

DNA replication

Translation

Ribosome biogenesis

Cytosolic ribosome

Endoplasmic reticulum

Protein localization to endoplasmic reticulum
Peroxisome

Acyl-CoA biosynthetic process

Fatty acid beta-oxidation

Mitochondrion

Protein localization to mitochondrion
Mitochondrion organization

Mitochondrial transmembrane transport
Mitochondrial inner membrane
Mitochondrial matrix

Mitochondrial translation

Mitochondrial ribosome

Mitochondrial pyruvate dehydrogenase complex
Citrate cycle (TCA cycle)

Mitochondrial respiratory chain complex assembly

Aerobic respiration

ATP synthesis coupled electron transport
Iron—sulfur cluster binding

Fungal-type vacuole

Proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process

Heme biosynthetic process

Xenobiotic catabolic process

Amino acid transmembrane transporter activity
Ammonium transmembrane transport
Transition metal ion transport

Fungal-type cell wall

Cellular amino acid biosynthetic process
Arginine biosynthetic process

Aromatic amino acid family biosynthetic process
Iron ion binding

Secondary metabolite biosynthetic process
Protein import into mitochondrial matrix

Szénhidrat bioszintézis folyamata

Glikolizis / gliikoneogenezis

Galaktoz anyagcsere

Etanol katabolikus folyamat

Acetaldehid lebontasi folyamata

Aminocukor- és nukleotidcukor-anyagcsere
Hemkétés

Mitotikus sejtciklus folyamata

DNS-replikacié

Fehérjeszintézis

Riboszéma biogenezis

Citoszolikus riboszoma

Endoplazmatikus retikulum

Fehérje célba juttatasa az endoplazmatikus retikulumba
Peroxiszoma

Acil-CoA bioszintézis folyamata

Zsirsav béta-oxidacio

Mitokondrium

Fehérje célba juttatasa a mitokondriumba
Mitokondrium szervezddése

Mitokondrialis transzmembran transzport
Mitokondrialis belsé membran

Mitokondridlis matrix

Mitokondrialis transzlacio

Mitokondrilis riboszoma

Mitokondridlis piruvat dehidrogenaz komplex
Citratkor (TCA-ciklus)

Mitokondridlis légzési lanc komplex 6sszeszerelése
Aerob légzés

Elektrontranszporttal 6sszekapcsolt ATP-szintézis
Vas—kén klaszter kotése

Gombatipust vakuolum

Proteaszoma ubiquitin-fiiggetlen fehérjebonto folyamata
Hem bioszintézis folyamata

Idegen anyagok (xenobiotikumok) lebontasi folyamata
Aminosav transzmembran transzporter aktivitas
Ammonium transzmembran transzport
Atmenetifém-ion transzport

Gombatipusu sejtfal

Sejtes aminosav-bioszintézis

Arginin bioszintézis

Aromas aminosav-csalad bioszintézise
Vasion-kotés

Masodlagos metabolit bioszintézis

Fehérje bevitel a mitokondrialis matrixba
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Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott



A sodB és a sod2 hianyanak hatasa oxidativ stressz alatt

Biological Process

Folyamat

A. nidulans

A. fumigatus

Carbohydrate biosynthetic process

Glycolysis / Gluconeogenesis

Galactose metabolism

Ethanol catabolic process

Acetaldehyde catabolic process

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Heme binding

Mitotic cell cycle process

DNA replication

Translation

Ribosome biogenesis

Cytosolic ribosome

Endoplasmic reticulum

Protein localization to endoplasmic reticulum
Peroxisome

Acyl-CoA biosynthetic process

Fatty acid beta-oxidation

Mitochondrion

Protein localization to mitochondrion
Mitochondrion organization

Mitochondrial transmembrane transport
Mitochondrial inner membrane

Mitochondrial matrix

Mitochondrial translation

Mitochondrial ribosome

Mitochondrial pyruvate dehydrogenase complex
Citrate cycle (TCA cycle)

Mitochondrial respiratory chain complex assembly
Aerobic respiration

ATP synthesis coupled electron transport
ITron-sulfur cluster binding

Fungal-type vacuole

Proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process
Heme biosynthetic process

Xenobiotic catabolic process

Cytoskeleton

Amino acid transmembrane transporter activity
Ammonium transmembrane transport

4 iron, 4 sulfur cluster binding

Mitochondrial membrane

Protein targeting to mitochondrion
Mitochondrial transport

Cytochrome complex assembly

Szénhidrat bioszintézise

Glikolizis / gliikoneogenezis

Galaktoz anyagesere

Etanol lebontasi folyamat

Acetaldehid lebontasa

Aminocukor- és nukleotidcukor-anyagcsere
Hemkétés

Mitotikus sejtciklus

DNS replikacio

Transzlacio

Riboszoma biogenezis

Citoszolikus riboszoma

Endoplazmatikus retikulum

Fehérje célba juttatasa az endoplazmatikus retikulumba
Peroxiszéma

Acil-koenzim-A bioszintézis

Zsirsav béta-oxidacio

Mitokondrium

Fehérje célba juttatdsa a mitokondriumba
Mitokondrium szervezédése

Mitokondrialis membrantranszport
Mitokondrium belsé membranja
Mitokondrialis matrix

Mitokondridlis transzlacio

Mitokondridlis riboszoma

Mitokondridlis piruvat-dehidrogenaz komplex
Citratciklus (T CA-ciklus)

Mitokondridlis elektrontranszport-lanc komplexének sszeszerelése

Aerob légzés

ATP-szintézis elektrontranszporttal 6sszekapcsolva
Vas-kén klaszter kotése

Gombakra jellemz6 vakudlum

Ubiquitin-fiiggetlen proteaszomalis fehérjelebontas
Hem bioszintézis folyamata

Idegen anyagok lebontasi folyamata

Citoszkeleton

Aminosav transzmembran transzporter aktivitas
Ammonium transzmembran transzport

4 Fe, 4 S klaszter kotése

Mitokondrialis membran

Fehérje bejuttatasa a mitokondriumba
Mitokondrialis transzport

Citokrom komplex 6sszeallitasa
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Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Alulszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Alulszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott

Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott

Alulszabalyozott
Alulszabalyozott
Alulszabalyozott
Alulszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott
Feliilszabalyozott



MSB kezelés hatasa a referencia torzsrekre

Biological Process Folyamat A. nidulans A. fumigatus
Conidium development Konidiumfejlédés Alulszabélyozott
Regulation of sexual sporulation Szexualis sporulacio szabalyozasa Alulszabalyozott
Filamentous growth Fonalas novekedés Alulszabalyozott
Fungal-type cell wall organization Gombatipusu sejtfalszervezddés Alulszabalyozott
Mitotic cell cycle Mitotikus sejtciklus Alulszabalyozott
Meiosis Meiozis Alulszabalyozott
DNA replication DNS replikacio Alulszabalyozott
Translation Transzlacid Alulszabalyozott
Ribosome biogenesis Riboszoma biogenezis Alulszabalyozott  Alulszabalyozott
Endoplasmic reticulum Endoplazmatikus retikulum Alulszabalyozott  Alulszabalyozott
Golgi apparatus Golgi-késziilék Alulszabalyozott
GPI anchor biosynthetic process GPI horgony bioszintézis Alulszabalyozott
Protein folding Fehérjehajtogatas Alulszabalyozott
Protein O-linked glycosylation O-kapcsolt fehérjeglikozilacio Alulszabalyozott
Protein N-linked glycosylation via asparagine N-kapcsolt glikozilicié aszparaginon keresztiil Alulszabalyozott
Phospholipid biosynthetic process Foszfolipid bioszintézis Alulszabalyozott
Glycolipid biosynthetic process Glikolipid bioszintézis Alulszabalyozott
Mitochondrion Mitokondrium Alulszabalyozott  Feliilszabalyozott
Mitochondrial gene expression Mitokondrialis génexpresszio Alulszabalyozott
Mitochondrial translation Mitokondrialis transzlacio Alulszabalyozott
Mitochondrial ribosome Mitokondrialis riboszoma Alulszabalyozott
Acetyl-CoA biosynthetic process Acetil-koenzim A bioszintézis Alulszabalyozott
Citrate cycle (TCA cycle) Citratciklus (TCA ciklus) Alulszabalyozott
Aerobic respiration Aerob légzés Alulszabalyozott  Feliilszabalyozott
Glycolysis / Gluconeogenesis Glikolizis / Glilkoneogenezis Alulszabalyozott
Ethanol catabolic process Etanol lebontasi folyamat Alulszabalyozott
Cellular amino acid biosynthetic process Sejtes aminosav-bioszintézis folyamata Feliilszabalyozott  Feliilszabéalyozott
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis Valin, leucin és izoleucin bioszintézis Feliilszabalyozott
Cellular response to oxidative stress Sejtes valasz az oxidativ stresszre Feliilszabalyozott  Feliilszabalyozott
Glutathione metabolic process Glutation anyagcsere Feliilszabalyozott
Proteolysis involved in cellular protein catabolic process Fehérjebontas sejtes katabolikus folyamatban Feliilszabalyozott
Ubiquitin-dependent protein catabolic process Ubiquitin-fliggé fehérjelebontas Feliilszabalyozott
Autophagy Autofagia Feliilszabalyozott
Macroautophagy Makroautofagia Feliilszabalyozott
Lysosomal microautophagy Lizoszomalis mikroautofagia Feliilszabalyozott
Autophagy of nucleus Sejtmag autofagiaja Feliilszabélyozott
Mitochondrion Mitokondrium Feliilszabalyozott  Feliilszabalyozott
Mitochondrion disassembly Mitokondrium lebontasa Feliilszabalyozott
Autophagy of mitochondrion Mitokondrium autofagiaja Feliilszabalyozott
Mitochondrial respiratory chain complex assembly Mitokondrialis 1égzési lanc komplex dsszeszerelése Feliilszabalyozott
Iron-sulfur cluster assembly Vas-kén klaszter dsszeallitasa Feliilszabalyozott
Cell wall organization or biogenesis Sejtfal szervezddése vagy biogenezise Alulszabalyozott
N-acetylglucosamine metabolic process N-acetil-gliikozamin anyagcsere-folyamat Alulszabalyozott
Aromatic amino acid family catabolic process Aromas aminosav csalad katabolikus folyamata Alulszabalyozott
Heme binding Hemkétés Alulszabalyozott
Lipid biosynthetic process Lipidszintézis folyamata Alulszabalyozott
Steroid biosynthetic process Szteroid bioszintézis folyamata Alulszabalyozott
Lysine biosynthetic process Lizin bioszintézis Feliilszabalyozott
Branched-chain amino acid biosynthetic process Elagaz6 lanct aminosavak bioszintézise Feliilszabalyozott
Glycolytic process Glikolitikus folyamat Feliilszabalyozott
Glycogen metabolic process Glikogén anyagcsere-folyamat Feliilszabalyozott
Heme biosynthetic process Hembioszintézis Feliilszabalyozott
Sulfur compound binding Kénvegyiiletekhez kotédés Feliilszabalyozott
Pigment biosynthetic process Pigment bioszintézis folyamata Feliilszabalyozott
Response to superoxide Vilasz a szuperoxidra Feliilszabalyozott
Peroxidase activity Peroxidaz aktivitas Feliilszabalyozott
Antioxidant activity Antioxidans aktivitas Feliilszabalyozott
Pentose-phosphate shunt Pentoz-foszfat eligazas Feliilszabalyozott
Mitochondrial intermembrane space Mitokondrium belsé membrantere Feliilszabalyozott
Respiratory chain complex IV assembly Légzési lanc V. komplexének Osszeszerelése Feliilszabalyozott
Oxidative phosphorylation Oxidativ foszforilacio Feliilszabalyozott
ATP synthesis coupled proton transport ATP-szintézishez kapcsolt protontranszport Feliilszabalyozott
Pyruvate metabolic process Piruvat anyagcsere-folyamat Feliilszabalyozott
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MSB kezelés hatasa a mutans torzsrekre

Biological Process Folyamat A. nidulans A. fumigatus
Conidiophore development Konidiumtarto fejlédése Alulszabalyozott
Hyphal growth Hifak novekedése Alulszabalyozott
DNA replication DNS replikacio Alulszabalyozott  Alulszabalyozott
Translation Transzlacié Alulszabalyozott  Feliilszabalyozott
Ribosome biogenesis Riboszoma biogenezis Alulszabalyozott
Endoplasmic reticulum Endoplazmatikus retikulum Alulszabalyozott  Alulszabalyozott
Golgi apparatus Golgi-késziilek Alulszabalyozott  Alulszabalyozott
GPI anchor biosynthetic process GPI horgony bioszintézise Alulszabalyozott
Protein folding Fehérjehajtogatas Alulszabalyozott
Protein N-linked glycosylation via asparagine N-kapcsolt glikozilacié aszparaginon keresztiil Alulszabalyozott
Mannosylation Mannozilacio Alulszabalyozott
Ergosterol biosynthetic process Ergoszterol bioszintézis Alulszabalyozott
Glycolipid biosynthetic process Glikolipid bioszintézis Alulszabalyozott
Fatty acid biosynthetic process Zsirsav bioszintézis Alulszabalyozott
Mitochondrion Mitokondrium Alulszabalyozott Feliilszabéalyozott
Mitochondrial matrix Mitokondrialis matrix Alulszabalyozott  Feliilszabalyozott
Mitochondrial gene expression Mitokondrialis génexpresszio Alulszabalyozott
Mitochondrial translation Mitokondrialis transzlacio Alulszabalyozott
Mitochondrial ribosome Mitokondrialis riboszoma Alulszabalyozott
Acetyl-CoA biosynthetic process Acetil-koenzim A bioszintézis Alulszabalyozott
Aerobic respiration Aerob légzés Alulszabalyozott
ATP synthesis coupled electron transport ATP-szintézis elektrontranszporttal kapcsolva Alulszabalyozott
Glycolysis / Gluconeogenesis Glikolizis / Glikoneogenezis Alulszabalyozott
Ethanol catabolic process Etanol katabolizmus Alulszabalyozott
Alpha-amino acid biosynthetic process Alfa-aminosav bioszintézis Feliilszabalyozott
Ammonium transport Ammoniumtranszport Feliilszabalyozott
Branched-chain amino acid biosynthetic process Elagaz6 lancu aminosavak bioszintézise Feliilszabalyozott
Cell wall biogenesis Sejtfal biogenezis Feliilszabalyozott
Cellular response to oxidative stress Sejtes valasz az oxidativ stresszre Feliilszabalyozott
Chitin biosynthetic process Kitin bioszintézis Feliilszabalyozott
Response to heat Héstresszre adott valasz Feliilszabalyozott
Mitotic cell cycle Mitotikus sejtciklus Feliilszabalyozott
Cellular response to DNA damage stimulus Sejtes valasz a DNS-karosodasra Feliilszabalyozott
Meiosis Meiozis Feliilszabalyozott
Response to nutrient levels Téapanyagok szintjére adott valasz Feliilszabalyozott
Autophagy Autofagia Feliilszabalyozott
Autophagy of nucleus Sejtmag autofagiaja Feliilszabalyozott
Ubiquitin-dependent protein catabolic process Ubiquitin-fiiggd fehérjelebontas Feliilszabalyozott
Mitochondrion organization Mitokondrium szervezddése Feliilszabalyozott  Feliilszabéalyozott
Iron-sulfur cluster assembly Vas-kén klaszter osszeallitdsa Feliilszabélyozott
Phosphorelay signal transduction system Foszforel¢ jelatviteli rendszer Feliilszabalyozott
Protein kinase activity Fehérje-kinaz aktivitas Feliilszabalyozott
Trehalose catabolic process Trehaldz lebontasa Feliilszabalyozott
Xenobiotic transport Idegen anyagok transzportja Feliilszabalyozott
Mitotic cell cycle process Mitotikus sejtciklus folyamata Alulszabalyozott
Cytoskeleton Citoszkeleton Alulszabalyozott
Amino acid transmembrane transporter activity Aminosav-transzmembran transzporter aktivitas Alulszabalyozott
Cellular amino acid biosynthetic process Sejtes aminosav-bioszintézis Alulszabalyozott
Iron ion binding Vasion megkotése Alulszabalyozott
Heme binding Hemkotés Alulszabalyozott
4 iron, 4 sulfur cluster binding 4 vas, 4 kén klaszter megkotése Alulszabalyozott
Succinate dehydrogenase activity Szukcinat dehidrogenaz aktivitas Alulszabalyozott
Lipid biosynthetic process Lipidszintézis folyamata Alulszabalyozott
Steroid biosynthetic process Szteroid bioszintézis folyamata Alulszabalyozott
Proteasome core complex Proteaszoma magkomplex Alulszabalyozott
Proteolysis Proteolizis Alulszabalyozott
Ribosome Riboszoma Feliilszabélyozott
Response to oxidative stress Vilasz az oxidativ stresszre Feliilszabalyozott
Antioxidant activity Antioxidans aktivitas Feliilszabalyozott
Mitochondrial membrane Mitokondrilis membran Feliilszabalyozott
Protein targeting to mitochondrion Fehérjék célba juttatasa a mitokondriumba Feliilszabalyozott
Mitochondrial transport Mitokondrialis transzport Feliilszabalyozott
ATP synthesis coupled proton transport ATP-szintézishez kapcsolt protontranszport Feliilszabalyozott
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15. FUGGELEK

A PhD értekezés alapjaul szolgélo kdzlemények teljes terjedelmiikben.
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